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11. Einleitung
Die akute respiratorische Insuffizienz (ARDS) ist ein häufiges letales Krank-
heitsbild auf Intensivstationen. Das akute Lungenversagen entsteht nach Ein-
wirkung unterschiedlicher Noxen. Am häufigsten entwickelt es sich nach einer
Sepsis und geht mit einem nicht kardiogenen Lungenödem einher. In den
USA erkranken etwa 150.000 Personen jährlich an ARDS. Die Letalität liegt
bei 50 % (Schettler und Greten, 1998).
Bakterielle Pathogenitätsfaktoren sind unter anderem Toxine, zum Beispiel
Endo- und Exotoxine. Dabei scheinen in der Immunregulation proinflammato-
rische Mediatoren, unter anderem Chemokine, eine wesentliche Bedeutung
zu haben. Chemokine gelten als Proteine mit einem Molekulargewicht zwi-
schen 8 und 10 kDa (Wells et al., 1996) und bilden als proinflammatorische
Proteine eine Untergruppe der Zytokine.
Als kleine basische Proteine setzen sie sich aus 70-100 Aminosäuren
zusammen. Sie enthalten vier konservierte Cysteine, die zwei Disulfidbrücken
bilden, wodurch sie eine hohe Stabilität erhalten (Baggiolini et al., 2000). Der
für die biologische Aktivität wichtige N-Terminus ist kurz und flexibel, während
der C-Terminus aus einer alpha-Helix besteht.
Die Chemokine werden aufgrund der Sequenzhomologie in vier Untergruppen
unterteilt. Entscheidend ist dabei die Lage der vier konservierten Cysteine.
Bei Alpha- oder CXC-Chemokinen sind die ersten Cysteinreste durch eine
Aminosäure getrennt, während bei den CC- oder Beta-Chemokinen die
beiden ersten Cysteinreste miteinander direkt benachbart sind. Beim
C-Chemokin fehlen zwei der vier Cysteinreste und schließlich besitzen
CX3C-Chemokine drei Aminosäuren zwischen den ersten zwei Cysteinresten
(Luster et al., 1997 und Lee et al., 1999).
Chemokine spielen unter physiologischen und pathologischen Bedingungen
eine wichtige Rolle in der Regulation der Leukozytenmigration (Proost et al.,
1996). Es ist bekannt, dass sie chemotaktisch auf Monozyten, Lymphozyten,
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natürliche Killerzellen, dendritische Zellen und neutrophile, basophile und
eosinophile Granulozyten wirken (Proost et al., 1996).
Während CC-Chemokine wie MIP-1 alpha, MIP-1 beta, RANTES, MCP-1 und
EOTAXIN chemotaktisch auf Makrophagen, Monozyten, T- und B-Lympho-
zyten, basophile und eosinophile Granulozyten wirken, entfalten CXC-Chemo-
kine wie IL-8, GRO-alpha, IP-10, MIG und PF-4 ihre Wirkung mehr auf neutro-
phile Granulozyten (Berkman et al., 1996, Bazan et al., 1997 und Pan et al.,
1997). Weiterhin ist das C-Chemokin Lymphoactin auf die Lymphozyten
chemotaktisch wirksam, während das CX3C-Chemokin Fractalkine für die
Adhäsion von T-Zellen und Monozyten verantwortlich ist (Bazan et al., 1997
und Pan et al., 1997).
Da Chemokine die Leukozytenmigration unter physiologischen und patho-
logischen Bedingungen regulieren, übernehmen sie somit auch eine wichtige
Rolle bei entzündlichen Prozessen (Proost et al., 1996). In verschiedenen
Studien wurde eine Schlüsselrolle der Chemokine bei der Apoptose, Häma-
topoese und Angiogenese beschrieben (Proost et al., 1996). Zudem wurde
bei Krankheiten wie HIV, Rheuma, Arthritis, Allergie, kardiovaskuläre Erkran-
kungen (Arteriosklerose), bakterielle und virale Entzündungen ein durch
Chemokine regulierter Pathomechanismus vermutet (Proost et al., 1996).
Aktuelle Forschungen beschäftigen sich mit der Therapie des Bronchial-
karzinoms und anderen Krebserkrankungen durch inhibierende Wirkung der
CXC-Chemokine, wie IP-10, MIG und PF-4 auf die Neovaskularisierung,
welche im Gegensatz zum angiogenetischen Effekt von IL-8 und GRO-alpha
steht (Baggiolini et al., 1994 und Keane et al., 2004). MCP-1 scheint in der
Pathogenese von Lungenfibrose und Sarkoidose eine Rolle zu spielen und
wirkt als potentieller Aktivator von Monozyten und Makrophagen (Paine et al.,
1993). Im Rattenmodell zeigte sich bei einer Bleomycin-induzierten Lungen-
fibrose sowohl immunhistochemisch als auch molekularbiologisch eine
erhöhte MCP-1-Expression der Granulozyten und der Alveolarmakrophagen
(Zhang et al., 1994 und Sakanashi et al., 1994).
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Als eine chronische Erkrankung ist Asthma charakterisiert durch eine Erhö-
hung der Migration von T-Lymphozyten, Makrophagen und eosinophilen
Granulozyten zum Bronchialepithel. Bei Asthma-Patienten zeigte die immun-
histologische Untersuchung von Biopsien eine intensive MCP-1-Sekretion im
Bronchialepithel. Auch Makrophagen, Blutgefäße und glatte Muskelzellen
produzieren MCP-1 (Sousa et al., 1994, Poston et al., 1992 und Lane et al.,
1992). Zusätzlich wurde eine Erhöhung von MCP-1 und MIP-1 beta in
bronchoalveolärer Lavage von Patienten mit chronischer Bronchitis
beobachtet (Capelli et al., 1999). Außerdem kristallisierte sich eine Rolle von
MCP-1 bei rheumatoider Arthritis (Koch et al., 1992) und Psoriasis (Gillitzer et
al., 1993) heraus.
MIP-1 alpha wurde als Inhibitor der Hämatopoese in-vitro als auch in-vivo
beschrieben (Cook et al., 1996). MIP-1 alpha und MIP-1 beta schienen
zusätzlich zu MCP-1 eine wichtige Rolle in der Pathogenese der Lungen-
fibrose zu spielen (Smith et al., 1995). In der Pathogenese der akuten
Lungenerkrankung nach intratrachealer LPS-Applikation zeigte sich eine
Zunahme der mRNA von MIP-1 alpha in der Lunge mit einer maximalen
Generation nach 6 h (Shanley et al., 1995). Bei septischen Patienten ergab
sich eine Steigerung von MIP-1 alpha und MIP-1 beta (O’Grady et al., 1999).
Bei einer durch Pneumocystis carinii entstandenen Lungenentzündung wurde
im Mausmodell eine erhöhte Transkription von MIP-1 alpha, MIP-1 beta,
RANTES und MCP-1 beobachtet. Immunhistochemische Analysen trans-
bronchialer Biopsien von Patienten mit Sarkoidose und idiopathischer
Lungenfibrose zeigten eine MIP-1-alpha-Expression bei BALT, den Alveolar-
makrophagen und den Fibroblasten (Standiford et al., 1993). Andere Studien
wiesen eine Expression von RANTES durch Alveolarmakrophagen bei der
Sarkoidose und durch eosinophile Granulozyten und Alveolarmakrophagen
bei fibrosierender Alveolitis nach (Petrek et al., 1997).
Ein anderes Chemokin, EOTAXIN, wirkt selektiv auf eosinophile Granulo-
zyten, da diese einen spezifischen Rezeptor für dieses Chemokin besitzen
(Harrington et al., 1999). Es stellte sich heraus, dass EOTAXIN und MCP-1
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bei der Rekrutierung und Aktivierung von Zellen bei allergischen Reaktionen
involviert sind (Luster et al., 1997).
Die Leukozyten erkennen die Chemokine durch Chemokinrezeptoren. Dabei
handelt es sich um G-Protein-gekoppelte 7-Transmembrandomänen-
rezeptoren (Baggiolini et al., 2000). Es gibt mehr als 100 G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren. Die Chemokinrezeptoren sind mit durchschnittlich
350 Aminosäuren eine kleine Untergruppe dieser Rezeptorgruppe (Newton et
al., 1997).
Bei den Chemokinrezeptoren ragt der C-Terminus (Carboxylgruppe) ins Zyto-
plasma und ist für die intrazelluläre Signalübermittlung wichtig, während die
N-terminale Domäne (NH2-Gruppe) sich im extrazellulären Raum befindet
und die Chemokinbindungsstelle bildet (Luster, 1998 und Charo et al., 2006).
Insgesamt sind 10 CC-Chemokin- und 5 CXC-Chemokinrezeptoren bekannt.
An den Monozyten wurde der erste CC-Chemokinrezeptor, nämlich CKR-1,
entdeckt, welcher nach der neuen Nomenklatur CCR-1 genannt wird.
Als Ligand können sich MIP-1 alpha und RANTES an CCR-1 anlagern. Mittels
CCR-2 kann sich MCP-1 selektiv auf Monozyten anlagern. Weiterhin können
sich MIP-1 alpha, RANTES und MCP-1 mittels CCR-4 an die Monozyten
binden (Chvatchko et al., 2000).
Schließlich fanden sich außer CCR-1, CCR-2, CCR-4 auch CCR-5 auf den
Monozyten. An CCR-5 können sich MIP-1 alpha, MIP-1 beta und RANTES
binden. Weiterhin fand man heraus, dass basophile Granulozyten den CCR-4
Rezeptor auf der Membran aufweisen. Dies ist der Grund, warum RANTES,
MIP-1 alpha und MCP-1 als Ligand für CCR-4 auf diese Zellen wirken
können. Die eosinophilen Granulozyten besitzen CCR-1 und den CCR-3-
Rezeptor. Dies erklärt die Chemotaxis durch EOTAXIN, ein CC-Chemokin,
welches sich selektiv an CCR-3 anlagert (Neote et al., 1993, Murphy et al.,
1994, Ben-Baruch et al., 1995, Combadiere et al., 1995, Charo et al., 1994
und Power et al., 1995).
Eine erhöhte Transkription von EOTAXIN und CCR-3 zeigte sich in Haut-
läsionen der atopischen Dermatitis (Yawalkar et al., 1999). Auch beim
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atopischen Asthma fand sich molekularbiologisch und immunhistochemisch
eine Steigerung von EOTAXIN und CCR-3. Dabei waren die Endothelzellen
eine wesentliche Quelle von EOTAXIN, während die eosinophilen Granulo-
zyten den zugehörigen Chemokinrezeptor, CCR-3, exprimierten (Sun et al.,
1997 und Ying et al., 1997). Weitere Untersuchungen zeigten, dass die
CC-Chemokine MIP-1 alpha, MIP-1 beta und RANTES in-vitro suppressiv auf
makrophag-tropische HI-Viren wirken. Als Rezeptor für den HI-Virus dient das
CD4-Molekül. Als Co-Rezeptor fungiert der Chemokinrezeptor CCR-5 (Cocch
et al., 1995, Alkhatib et al., 1996, Deng et al., 1996, Dragic et al., 1996,
Rottman et al., 1997, Wu et al., 1997 und Lee et al., 1999).
Weiterhin zeigt sich bei Patienten mit ARDS bei Sepsis eine signifikante
Bildung von IL-8 in der bronchoalveolären Lavage. Dabei kann C-X-CR1 auf
der Oberfläche neutrophiler Granulozyten mit hoher Affinität IL-8 binden. Eine
Blockade dieses Rezeptors reduziert die Migration neutrophiler Granulozyten
in-vitro (Cummings et al., 1999).
Die klassische „infektiöse“ Definition der Sepsis von Schotmüler 1914 ging 
von einer systemischen Einschwemmung von Mikroben (Bakterien, Pilzen,
Viren, Protozoen) oder von mikrobiellen Produkten (Endo- und Exotoxinen)
aus einem oder mehreren Foci aus. Dies zieht eine Aktivierung einer Vielzahl
körpereigener Mediatorsysteme (zirkulierend und ortständig, humoral und
zellulär) nach sich, mit der Folge inadäquater Gewebsperfusion und diffuser
inflammatorischer Prozesse in großen Bereichen der Mikrozirkulation. Typisch
sind Perfusionsfehlverteilung, Mikrothrombosierung und „capilary leakage“ 
mit Flüssigkeitsextravasation in diesen Arealen. Aufgrund dieser lokalen
mikrozirkulatorischen Störungen resultiert trotz aufrechterhaltener Makro-
zirkulation eine Sauerstoffschuld der abhängigen organtypischen Zellen. Das
Endstadium stellt das septische Multiorganversagen dar. Dabei haben
Zytokine eine zentrale Bedeutung in der Pathogenese der Sepsis. Sie werden
von Leukozyten, Endothelzellen und anderen immunologisch kompetenten
Zellen synthetisiert und sezerniert. Außerdem besitzen die Zytokine eine para-
und autokrine Wirksamkeit. So gehören Zell-Zell-Kommunikation bei immuno-
logischen/inflammatorischen Prozessen, die Steuerung der Proliferation und
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die Differenzierung von Leukozyten zu ihrer Funktion. Zytokine können
sowohl ein proinflammatorisches als auch ein antiinflammatorisches Wir-
kungsprofil besitzen. Sie sind Teil eines hochkomplexen Netzwerkes, das
bisher nur bruchstückhaft verstanden wird (Walmrath et al., 1994 und 2001
und Schütte et al., 1997). Es wird angenommen, dass eine Chemokin-
expression durch verschiedene Zelltypen in der physiologischen normalen
Lunge und der LPS-stimulierten Lunge existiert.
In der vorliegenden Arbeit wurde die Auswirkung von Endotoxin-Stimulation
auf die Expression von Chemokinen und ihrer zugehörigen Rezeptoren in
isolierten Rattenlungen untersucht. Dazu wurde die konstitutive Expression
und Verteilung in der Lunge und weiteren Organsystemen von Ratte und
–soweit verfügbar–Mensch untersucht.
Die komplette chemische Struktur von LPS war bereits vor 20 Jahren
definiert. Lipopolysaccharid(LPS)-Endotoxin ist Bestandteil der Zellwand
gramnegativer Bakterien. Wichtig ist vor allem der Lipid-A-Anteil des LPS für
die Aktivierung der Immunreaktion. Anders als die bakteriellen Exotoxine
fungiert LPS als ein Warnsignal für den Wirtorganismus, welcher die Synthese
proinflammatorischer Substanzen anregt und so die Immunreaktion als
Antwort auf eine Infektion auslöst (Ulevitch, 1999). Dabei kann LPS erst an
ein Lipidtransferprotein im Plasma (LBP) gebunden werden, welches die
LPS-Monomere von der Bakterienmembran zur Bindungsstelle von CD-14
transportiert. CD-14 ist ein Protein, welches sowohl gelöst im Plasma als auch
als ein Glykosylphosphatidylinositol(GPI)-gekoppeltes Protein auf der
Oberfläche von Leukozyten existiert (Wright, 1999). Daher wurde in der
vorliegenden Arbeit die Auswirkung einer Endotoxin-Stimulation auf die
Expression von Chemokinen und ihrer zugehörigen Rezeptoren in isolierten
Rattenlungen mit und ohne Plasmazugabe zum Perfusat untersucht.
Speziellen LPS-Rezeptoren, den Toll-Like-Rezeptoren, ist es weiterhin
möglich, als spezifische Bindungsstelle der zellulären Membran zwischen LPS
und wirtseigenen Lipiden zu differenzieren. LPS verursacht dann über eine
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren wie NF-kappaB eine Bildung von pro-
inflammatorischen Zytokinen wie TNF, IL-1, IL-6, IL-8 und Adhäsions-
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molekülen wie ICAM-1. Dabei ist TLR4 die spezifische Hauptbindungsstelle
für LPS (Wright, 1999). Weitere Studien an TLR4-Knockout Mäusen zeigten
zudem eine fehlende Reaktion der Makrophagen und der B-Lymphozyten auf
LPS (Hoshino et al., 1999). TLR4 ist der erste beschriebene LPS-Rezeptor,
der ein Signal intrazellulär vermitteln kann.
TLR2 scheint andererseits als Schlüsselbindungsstelle auf eine Infektion
durch andere pathogene Keime (grampositive Bakterien) zu fungieren
(Ulevitch, 1999). Bei Säugetieren wurden zehn TLR-Proteine identifiziert,
welche unterschiedliche Aufgaben bei der Immunabwehr aufweisen
(Medhitov, 2001). Weiterhin ließ sich das Gen für den TLR4-Rezeptor auf
Chromosom 4 lokalisieren (Quershi et al., 1999). Es ist bekannt, dass eine
LPS-induzierte Atemwegsobstruktion mit einer bronchoepithelialen Aktivie-
rung und einer Aktivierung der Makrophagen einhergeht, die eine Produktion
proinflammatorischer Zytokine und eine Chemotaxis neutrophiler Granulo-
zyten zur Folge hat (Arbour et al., 2000). Toll-Like-Rezeptoren sind
transmembrane Rezeptoren mit einem Leucin-reichen extrazellulären Anteil
und einer intrazellulären Toll/IL-1-Rezeptordomäne (Medhitov, 2001). Es
zeigte sich, dass eine Mutation der extrazellulären Domäne von TLR4 mit
einer abgeschwächten humanen Reaktion auf LPS assoziiert ist (Arbour et
al., 2000).
82. Material und Methoden
2.1. Material
2.1.1. Probengewinnung und Aufbereitung
Es wurden 65 männliche CD-Ratten (Charles River, D-Sulzfeld) mit einem
Körpergewicht von 350-400 g verwendet. Es erfolgte eine perkutane intraperi-
toneale Applikation von Pentobarbital-Na. Nach lokaler Anästhesie mit 2 %
Xylocain folgte eine mediane Thorakotomie mit Entnahme der Lunge für
Versuche im Modell der isoliert perfundierten Rattenlunge. Zusätzlich wurden
Thymus und die Herzspitze entfernt. Nach medianer Laparatomie wurden
dann Magen und Darm, Milz, Leber, Pankreas und Niere entnommen.
Zusätzlich wurden die Schilddrüse, Speicheldrüsen und Anteile der Trachea
entfernt sowie Hautstücke aus dem Abdominalbereich reserziert.
Die Lungen wurden im Rahmen parallel durchgeführter Dissertationsarbeiten
im isolierten Organmodell über maximal 2 h perfundiert. In verschiedenen
Versuchsgruppen (je n=5 pro Gruppe) wurden jeweils unterschiedliche
Mengen LPS (50, 1.000, 10.000 ng/ml) in das Perfusat appliziert. Die
Versuche wurden jeweils mit und ohne Zugabe von 1,5 % Plasma in das
Perfusat durchgeführt. Die Perfusion und Ventilation der Lungen wurde
entweder 1 h oder 2 h nach LPS-Applikation beendet und die Lungen wurden
anschließend für die histologische Weiterbearbeitung asserviert.
Humanes Lungengewebe sowie weitere humane Gewebsproben aus anderen
Organsystemen wurden soweit möglich entsprechend den bei Ratten entnom-
menen Organen von Sektionsmaterial und nativen Gewebsproben nach
operativen Eingriffen gewonnen.
Das entnommene Gewebe wurde zunächst bei -20°C aufbewahrt. Zur
weiteren Verarbeitung wurden 10 µm-Schnitte angefertigt, die dann bei -80°C
gelagert wurden. Vor der immunhistologischen Untersuchung erfolgte eine
Überprüfung der morphologischen Intaktheit der Kryoschnitte nach einer
Hämatoxilin-Eosin-Färbung.
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2.1.2. Probenverarbeitung
Rattenlungen wurden nach Versuchsende mit OCT/TissueTek instilliert und in
N2 eingefroren. Gewebeproben von Ratten und humanen Organen wurden in
OCT/TissueTek eingebettet und eingefroren. Bis zur Weiterverarbeitung
wurden die Proben bei -80°C gelagert. Es wurde eine Präparation der
Rattenlungen in Gewebeblöcke von allen Lungenlappen durchgeführt. Bei
-20°C erfolgte die Mikrotomie mit einem Kryostat (Leica CM 3050, Leica
Instruments GmbH und Bright Instruments Company LTD, Huntingdon
England). Die Schnittdicke betrug 10 µm. In Abständen erfolgte eine morpho-
logische Begutachtung des Präparates auf dem Objektträger unter einem
Mikroskop (Ortholux, Ernst Leitz GmbH, Wetzlar). Die Objektträger waren
zuvor zur Steigerung der Gewebsadhäsion auf dem Objektträger mit einer
Poly-Lysin- (Sigma Immuno Chemicals, P 8920) und Aqua-Bidest-Mischung
beschichtet worden. Durch diese Methode erreicht man eine Steigerung der
Gewebsanheftung durch elektrostatische Kräfte. Zur mikroskopischen
Begutachtung der Gewebestrukturen wurde eine Hämatoxilin-Eosin-Färbung
(Hämatoxilin: Shandon USA, Cat. No. 9990107, Eosin Aqueous: Sigma
Immuno Chemicals HT-110-2-80) oder eine Kernechtrot-Färbung (Merck 115.
939) nach Standardtechnik durchgeführt.
2.2. Methoden
2.2.1. Reagenzien
Alle verwendeten Primärantikörper gegen MIP-1 alpha, MIP-1 beta, RANTES,
MCP-1, EOTAXIN, CCR-1, CCR-2, CCR-3, CCR-4 und CCR-5 wurden von
der Firma Santa Cruz (Heidelberg, Deutschland) erworben. Die polyklonalen
IgG-Antikörper aus der Ziege oder dem Kaninchen waren nicht kreuz-
reagierend und erkannten jeweils ein spezifisches Epitop des Zielproteins.
Alle Primärantikörper waren kreuzreagierend mit humanem Gewebe und
Rattengewebe. Die Sekundärantikörper wurden als F(ab)2-Fragmente von
der Firma Biotrend (Köln, Deutschland) bezogen.
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Zudem wurden von der Firma Camon (Wiesbaden, Deutschland) das
VectorRed-Färbekit und das TMB-Färbekit bestellt. Alle weiteren Farbstoffe
und Laborchemikalien wurden über die Firmen Sigma (Sigma Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim, Deutschland) und Merck (Darmstadt, Deutschland)
bezogen.
2.2.2. Immunhistologie
Die Schnitte wurden für 5 min in 3 % Paraformaldehyd fixiert und anschlie-
ßend in phosphatgepufferter Salzlösung (PBS 0,01 M + 150 mM NaCL, pH
7,6) für dreimal 5 min gespült. Anschließend erfolgte über 15 min eine
Behandlung in Triton-1%-(Triton X 100, Sigma USA)-Lösung. Damit erreicht
man eine höhere Membrandurchlässigkeit. Die Schnitte wurden nun mit
einem Blockiermedium beschichtet, welches ein unspezifisches Serum (Tier-
spezies je nach Antikörper), 1 % BSA (Rinderserumalbumin) und 0,05 %
Tween-20 enthielt. Mit dem Blockiermedium wird eine unspezifische An-
lagerung des Primärantikörpers verhindert.
Nach Beschichtung mit dem Primärantikörper in einem Verdünnungsmedium
aus PBS 0,01 M, 1 % BSA und 0,05 % Tween-20 (Konzentrationen für MIP-1
alpha 1:100, MIP-1 beta 1:50, RANTES 1:100, MCP-1 1:50, EOTAXIN 1:50
und CCR-1/2/3/4/5 jeweils 1:50) wurden die Schnitte über Nacht bei 4°C
inkubiert. Nach Spülen der Schnitte in Pufferlösung wurden diese mit
alkalischer-Phosphatase-gekoppelten Sekundärantikörpern in den jeweiligen
Konzentrationen (anti-Ziege 1:2.000, anti-Kaninchen 1:4.000) beschichtet und
wiederum bei 4°C über Nacht inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Schnitte
in PBS 0,01 M gespült. Es erfolgte nun eine Inkubation mit der Substratlösung
VectorRed und 25 mM Levamisollösung zur Blockade der endogenen
alkalischen Phosphatase in den Gewebsproben, bis die Färbereaktion
deutlich positiv wurde. Beim Nachweis der CC-Chemokinrezeptoren wurde
eine 50 mM Levamisollösung benutzt.
Die Gegenfärbung erfolgte für 20 min mit Methylgrün. Während die Zellkerne
unter dem Lichtmikroskop grün erschienen, zeigte das Zytoplasma bei
positiver Immunreaktion eine rote Färbung.
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Es wurden Kontrollen jeweils ohne Inkubation des Primärantikörpers und
ohne Primär- und Sekundärantikörper bei allen Färbungen mitgeführt. Damit
konnte jeweils die spezifische Anlagerung des Sekundärantikörpers und die
erfolgreiche Blockade der endogenen Phosphatase durch die Levamisol-
lösung gesichert werden.
In Duodenum und Ileum finden sich große Mengen endogener Phosphatase,
so dass bei diesen Organen eine Peroxidasefärbung durchgeführt wurde. Die
Niere wurde wahlweise mit VectorRed oder mit der TMB-Lösung gefärbt.
Bei der immunhistologischen Färbung über eine Peroxidasereaktion wurden
die Schnitte zusätzlich vor Inkubation mit dem Blockiermedium für 30 min in
1,5 % H2O2-Lösung inkubiert. Die Konzentrationen und Inkubations-
bedingungen mit Primärantikörpern entsprachen der bereits beschriebenen
Methode. Die Färbereaktion wurde mit der Substratlösung TMB durchgeführt.
Die Gegenfärbung erfolgte hierbei mit Kernechtrot. Bei jeder Färbereihe
wurden wie bei VectorRed-Färbung zwei Kontrollschnitte mitgeführt. Die
Zellkerne erschienen rot, das Zytoplasma bei positiver Immunreaktion blau-
violett.
2.2.3. Auswertung (Mikroskopie, digitale Bilddokumentation,
Analysen und Statistik)
Die Auswertung erfolgte semiquantitativ anhand einer 5-Punkteskala
(0 = keine, 1 = sehr schwache, 2 = schwache, 3 = mäßige, 4 = starke, 5 =
sehr starke Färbung) mit einem Lichtmikroskop (Ortholux) der Firma Leitz
Wetzlar. Es wurden komplette Querschnitte der Rattenlungen (n = 5) pro
experimenteller Gruppe untersucht. Die Dokumentation der Daten erfolgte
rechnergestützt. Die Ergebnisse wurden tabellarisch zusammengefasst. Je
nach der Applikationsmenge von LPS (50, 1.000 und 10.000 ng/ml), von
Plasma 1,5 % (+/- Plasma) und der Versuchsdauer (2 h oder1 h) ergaben sich
elf Versuchsgruppen. Die semiquantitativen Daten wurden in Abhängigkeit
von der Versuchsdauer, der LPS-Dosierung und der Plasmazugabe analysiert
und graphisch dargestellt.
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Eine Gesamttabelle für einzelne Kompartimente der untersuchten Ratten-
lungen und der humanen Lunge ermöglichte eine Gesamtaussage über
Lokalisationen von Chemokinen und Chemokinrezeptoren. Eine vergleichbare
Gesamttabelle verdeutlicht zudem die zellulären Lokalisationen der Chemo-
kine und ihrer zugehörigen Rezeptoren in den untersuchten Rattenorganen
und humanen Organen.
Die digitale Bilddokumentation erfolgte mit einem Leitz Orthoplan Lichtmikro-
skop. An diesem war eine Leaf Microlumina Kamera mit einem Orthoplan
Microlumina 2,5x Kameraadapter angebracht. Die Auflösung der Microlumina
Kamera betrug 2496x1665 Pixel. Die Bildarchivierung erfolgte in einer Bild-
datenbank, in der alle wesentlichen Informationen zu den entsprechenden
Bildern dokumentiert wurden. Eine Sortierung erfolgte nach Antikörper oder
Rezeptor, der Spezies und dem Organ.
Die statistische Auswertung erfolgte nach dem Studenten-T-Test für ungleiche
Paare. Die Signifikanzwerte wurden nach p<0,05 (*) als signifikant, p<0,01
(**) als hoch-signifikant und p<0,001 (***) als höchst-signifikant eingeteilt. Die
graphische Darstellung erfolgte mit der Software Microsoft Excel.
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2.2.4. Abkürzungen
ARDS: Acute respiratory distress syndrome
AIDS: Acquired immune deficiency syndrome
BALT: Bronchus-associated lymphoid tissue
BAL: Bronchoalveolare Lavage
B-Lymphocyte: Bursa-derived lymphocyte
BSA: Bovine serum albumine
COPD: Chronic obstructive pulmonary disease
Chemokine: Chemotactic cytokine
CD-Ratten: Charles River-, D-Sulzfeld-Ratten
CCR: Chemokinrezeptor
ELISA: Enzyme-linked Immunosorbent Assay
F.: Färbung
HE: Hämatoxilin-Eosin
IL: Interleukin
IHC: Immunhistochemie
IPF: Idiopathische Lungenfibrose
ISH: In-situ-Hybridisierung
IgG: Immunglobulin
IL-8: Interleukin-8
LPS: Lipopolysaccharide
LBP: LPS-bindendes Protein
MIP-1 alpha: Macrophage inflammatory Protein alpha
MIP-1 beta: Macrophage inflammatory Protein beta
MCP-1: Monocyte chemotactic Protein eins
mRNA: Messenger Ribonukleinsäure
NF-kappaB: Nuclear-factor protein B
RANTES: Regulated upon activation normal T cell expressed and
secreted
RT-PCR: Real-time polymerase chain reaction
PBS: Phosphate-buffered saline
PF4: Platelet factor 4
PFA: Paraformaldehyd
TLR: Toll-like-receptor
TNF: Tumor necrosis factor
T-Lymphocyte: Thymus derived lymphocyte
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3. Ergebnisse
3.1. C-C-Chemokine
(MIP-1 alpha, MIP-1 beta, RANTES, MCP-1, EOTAXIN)
3.1.1. Immunlokalisation der Chemokine unter physiologischen
Bedingungen in Rattenlungen und humanen Lungen
Unter physiologischen Bedingungen ließen sich die untersuchten
C-C-Chemokine und ihre zugehörigen Rezeptoren immunhistologisch sowohl
in der Rattenlunge als auch in der humanen Lunge nachweisen. Dabei ließ
sich die Proteinexpression zunächst qualitativ in beiden Spezies bestimmten
Zellkompartimenten zuordnen. Innerhalb einer Färbung erfolgte eine semi-
quantitative Auswertung der rechnerischen Mittelwerte.
Vor allem zeigte sich eine mäßige bis sehr starke bronchoepitheliale
Chemokinexpression bei beiden Spezies unter physiologischen Bedingungen
(siehe dazu Tabelle 1 und 2 und Bildtafel). Auch das Trachealepithel zeigte
bei beiden Spezies eine mäßige bis sehr starke Chemokinexpression (siehe
dazu Anhang Tabelle 1 und 3). Begleitet wurde dies in beiden Spezies von
einer mäßig bis sehr starken Chemokinexpression peribronchialer Chondro-
zyten des hyalinen Knorpels und der peribronchialen seromucösen Drüsen
(siehe dazu Tabelle 1 und 2). Eine Ausnahme bildete eine schwache
MIP-1-alpha-Expression der peribronchialen Chondrozyten.
Bei der Betrachtung des pulmonalen Gefäßsystems zeigte sich mit Ausnahme
von MIP-1 alpha eine mäßig bis starke endotheliale Chemokinexpression bei
beiden Spezies (siehe dazu Tabelle 1 und 2 und Bildtafel). Weiterhin wiesen
speziesüberlappend Lymphozyten und Alveolarmakrophagen eine mäßig bis
sehr starke Chemokinexpression auf (siehe dazu Tabelle 1 und 2 und Bild-
tafel). Eine Ausnahme bildete eine schwache bis fehlende MIP-1-alpha-
Expression bei den Lymphozyten. Schließlich zeigten auch die peribron-
chialen peripheren Nerven bei beiden Spezies überwiegend eine mäßige bis
starke Chemokinexpression auf (siehe Anhang Tabelle 1 und 3).
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Tabelle 1
Struktur
bei der
Ratte
MIP-1 alpha MIP-1 beta RANTES MCP-1 EOTAXIN
proximales
Bronchial-
epithel
sehr stark stark stark stark stark
distales
Bronchial-
epithel
sehr stark stark mäßig stark mäßig
peribron-
chiale
Chondro-
zyten
schwach mäßig stark stark sehr stark
peribron-
chiale
Drüsen
stark stark stark mäßig sehr stark
Lympho-
zyten
keine
Färbung
mäßig stark sehr stark stark
Alveolar-
makro-
phagen
mäßig stark stark sehr stark stark
Endothel keine
Färbung
stark mäßig mäßig stark
Tabelle 2
Humane
Struktur
MIP-1 alpha MIP-1 beta RANTES MCP-1 EOTAXIN
proximales
Bronchial-
epithel
stark mäßig mäßig mäßig sehr stark
distales
Bronchial-
epithel
stark mäßig mäßig mäßig stark
peribron-
chiale
Chondro-
zyten
schwach stark stark sehr stark sehr stark
peribron-
chiale
Drüsen
mäßig stark stark stark stark
Lympho-
zyten
schwach mäßig stark stark stark
Alveolar-
makro-
phagen
mäßig mäßig stark stark stark
Endothel keine
Färbung
stark mäßig mäßig stark
3. Ergebnisse 16
3.1.2. Chemokinexpression unter LPS-Einwirkung
Unter einer Endotoxinstimulation mit LPS kam es bei bestimmten Zelltypen
der Rattenlunge zu einer Veränderung der CC-Chemokin-Expression. LPS
(50, 1.000, 10.000 ng/ml) wurde jeweils mit oder ohne Plasma 1,5 % bei einer
Versuchsdauer von jeweils 1 h oder 2 h in das Perfusat der isolierten Ratten-
lunge appliziert. Die BALT-Lymphozyten zeigten ohne Plasmazusatz erst
unter einer Endotoxinstimulation mit 10.000 ng/ml LPS und nach einer
Versuchsdauer von 2 h eine mäßige MIP-1-alpha-Expression (siehe
Graphik 1).
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Graphik 1
Die Alveolarmakrophagen zeigten unter einer Stimulation mit 10.000 ng/ml
LPS eine starke MIP-1-alpha-Färbeintensität, während sie unter physio-
logischen Bedingungen eine mäßige MIP-1-alpha-Expression zeigten. Dabei
wurde die Stimulation unter Plasmazusatz abgeschwächt (siehe Graphik 2 im
Anhang). Zudem begünstigte eine längere Versuchsdauer von 2 h die Steige-
rung der MIP-1-alpha-Expression der Alveolarmakrophagen (siehe Graphik 3
im Anhang).
Die Endotoxinstimulation zeigte dagegen keinen signifikanten Einfluss auf die
MIP-1-alpha-Expression des proximalen und des distalen Bronchialepithels
der Rattenlunge (siehe Graphik 4 im Anhang).
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Peribronchiale periphere Nerven zeigten ohne LPS-Stimulation eine mäßige
MIP-1-alpha-Färbeintensität. Nach einer Endotoxinstimulation wiesen die
peripheren Nerven lediglich eine schwache MIP-1-alpha-Expression auf.
Unter Plasmazusatz kam es zu keiner wesentlichen Veränderung (siehe
Graphik 5).
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Das proximale Bronchialepithel zeigte unter LPS-Einfluss eine starke MIP-1-
beta-Expression (siehe Graphik 6 im Anhang).
Unter einer Endotoxinstimulation mit 10.000 ng/ml LPS zeigte sich nach einer
Versuchsdauer von 2 h eine höhere MIP-1-beta-Expression des proximalen
Bronchialepithels (siehe Graphik 7).
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Die BALT-Lymphozyten, die in der normalen Rattenlunge keine MIP-1-beta-
Expression zeigten, wiesen unter LPS-Einfluss eine mäßige MIP-1-beta-
Färbeintensität auf.
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Ohne Plasmazusatz zeigte sich dabei eine höhere MIP-1-beta-Expression
(siehe Graphik 8). Die Gewebslymphozyten zeigten nach einer
LPS-Stimulation mit einer Versuchsdauer von 2 h eine sehr starke MIP-1-beta-
Färbeintensität. Dabei reagierten die Lymphozyten ohne Plasmazugabe
stärker (siehe Graphik 9 im Anhang). Bei den Alveolarmakrophagen sank die
MIP-1-beta-Expression mit zunehmender Versuchsdauer und steigender
LPS-Applikation. Ohne Plasmazugabe war die Abnahme der MIP-1-beta-
Expression stärker (siehe Graphik 10 im Anhang). Bei gleicher LPS-
Applikation zeigte sich nach einer Versuchsdauer von 2 h eine stärkere
Abnahme der MIP-1-beta-Expression der Alveolarmakrophagen (siehe
Graphik 11 im Anhang).
Die Endothelzellen zeigten in der normalen Rattenlunge eine mäßige
MIP-1-beta-Färbeintensität. Bei einer Endotoxinstimulation mit 1.000 ng/ml LPS
zeigten die Endothelzellen der Rattenlunge eine starke MIP-1-beta-Expres-
sion. Dabei wirkte die Plasmazugabe hemmend auf die MIP-1-beta-Expres-
sion (siehe Graphik 12 im Anhang).
Das Bronchialepithel zeigte nach der LPS-Applikation einen Zuwachs der
RANTES-Expression. Dabei verstärkte eine längere Versuchsdauer die
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RANTES-Expression. Das proximale und das distale Bronchialepithel der
Rattenlunge wiesen nach der Endotoxinstimulation eine sehr starke RANTES-
Expression auf (siehe Graphik 13 im Anhang). Eine Endotoxinstimulation
steigerte zudem die RANTES-Expression der BALT-Lymphozyten.
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Graphik 14
Dies zeigte sich vor allem nach einer Versuchsdauer von 2 h bei der
Applikation von 10.000 ng/ml LPS. Dabei wirkte sich 1,5 % Plasma hemmend
auf die gestiegene RANTES-Färbeintensität unter Endotoxinstimulation aus
(siehe Graphik 14). Weiterhin zeigten die Alveolarmakrophagen nach
LPS-Applikation eine sehr starke RANTES-Expression. Dies zeigte sich vor
allem nach einer Endotoxinstimulation mit 10.000 ng/ml LPS nach einer
Versuchsdauer von 2 h. Plasma 1,5 % hatte dabei keinen wesentlichen
Einfluss auf die Steigerung der RANTES-Expression (siehe Graphik 15 im
Anhang).
Im Gegensatz zu den BALT-Lymphozyten und den Alveolarmakrophagen
nahm die RANTES-Färbeintensität der Endothelzellen unter einer Endotoxin-
stimulation deutlich ab. Dies zeigte sich bei einer LPS-Applikation von
1.000 ng/ml und bei einer Versuchsdauer von 2 h. Dabei hatte Plasma 1,5 %
keinen wesentlichen Einfluss auf die Abnahme der RANTES-Expression
(siehe Graphik 16).
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Eine zunehmende Endotoxinstimulation bewirkte weiterhin eine Steigerung
der MCP-1-Expression der BALT-Lymphozyten, so dass diese bei Applikation
von 10.000 ng/ml LPS nach einer Versuchsdauer von 1 h eine sehr starke
MCP-1-Färbeintensität zeigten. Unter Zusatz von Plasma 1,5 % konnte
dagegen keine wesentliche stimulierende Wirkung von LPS beobachtet
werden (siehe Graphik 17).
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Die Endotoxinstimulation mit 10.000 ng/ml LPS verminderte die MCP-1-
Expression der glatten Muskulatur teilmuskularisierter Gefäße nach einer
Versuchsdauer von 1 h. Diese Abnahme der MCP-1-Expression zeigte sich
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sowohl mit als auch ohne Zusatz von Plasma 1,5 % (siehe Graphik 18 im
Anhang).
Bei einer Stimulation mit 10.000 ng/ml LPS zeigte sich zudem unter Plasma-
Einfluss sowohl bei den Endothelzellen teilmuskularisierter Gefäße als auch
bei den Lymphozyten nach einer Versuchsdauer von 2 h eine Abnahme der
MCP-1-Expression. Ohne Plasmazusatz ließ sich semiquantitativ keine signifi-
kante Expressionsänderung von MCP-1 nachweisen (siehe Graphik 19 im
Anhang). Weiterhin zeigte sich eine Steigerung der EOTAXIN-Färbeintensität
des proximalen und des distalen Bronchialepithels der Rattenlunge unter
zunehmender Endotoxinstimulation bei einer Versuchsdauer von 1 h. Dabei
bewirkte Plasma 1,5 % semiquantitativ keine signifikante Expressionsände-
rung (siehe Graphik 20 im Anhang). Weiterhin zeigten die BALT-Lymphozyten
nach einer Endotoxinstimulation eine Steigerung der EOTAXIN-Expression.
Unter Plasma-Einfluss zeigte sich diese Steigerung abgeschwächt (siehe
Graphik 21).
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Die Endothelzellen großer Hilusgefäße zeigten ebenfalls eine Steigerung der
EOTAXIN-Expression nach einer Endotoxinstimulation. Nach einer LPS-
Stimulation mit 1.000 ng/ml LPS und einer Versuchsdauer von 2 h zeigte sich
eine sehr starke EOTAXIN-Expression. Dabei spielte der Plasma-Einfluss
keine wesentliche Rolle (siehe Graphik 22 im Anhang).
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Auch die Lymphozyten reagierten auf eine LPS-Stimulation mit vermehrter
Expression von EOTAXIN. Nach Applikation von 10.000 ng/ml LPS zeigte
sich nach einer Versuchsdauer von 1 h eine sehr starke EOTAXIN-Färbe-
intensität. Dabei zeigte sich keine wesentliche Veränderung unter Plasma-
Einfluss (siehe Graphik 23 im Anhang).
Zudem bewirkte die LPS-Applikation eine gesteigerte EOTAXIN-Bildung der
Alveolarmakrophagen und einzelner Zellen im Septum. Dabei kam es unter
Plasma-Einfluss zu keiner wesentlichen Änderung (siehe Graphik 24).
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3.1.3. Immunlokalisation der Chemokine in weiteren Rattenorganen
und humanen Organen unter physiologischen Bedingungen
Immunhistologisch wurden 5 CC-Chemokine in 13 Organen von Ratte und
Mensch untersucht. Im Gastrointestinaltrakt der Ratte zeigte sich eine
Chemokinexpression der Oberflächenzellen. So zeigten diese bei der Speise-
röhre eine schwache bis mäßige, im Rattenmagen überwiegend eine mäßig
bis starke, im Rattenduodenum eine schwach bis mäßige und im Ileum und
Dickdarm eine mäßig bis starke CC-Chemokin-Expression.
Dabei war die Chemokin-Expression am stärksten im Dickdarm. Die
RANTES-Expression imponierte im Gastrointestinaltrakt der Ratte mit einer
mäßigen bis starken Expression. Zudem zeigten weitere Organkompartimente
eine Chemokinbildung. Dazu gehörten die Belegzellen des Rattenmagens mit
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einer mäßig bis starken MIP-1-beta-, RANTES-, MCP-1- und EOTAXIN-
Färbeintensität und die Hauptzellen des Magens mit einer mäßig bis starken
MIP-1-beta-, RANTES- und EOTAXIN-Expression (siehe Anhang Tabelle 6).
Bei der Rattenleber wiesen vor allem die Kupfferschen Sternzellen eine starke
bis sehr starke MIP-1-alpha-, MIP-1-beta-, RANTES- und MCP-1-Expression
auf. Zusätzlich zeigten die Hepatozyten eine mäßig bis starke Chemokin-
expression (siehe Anhang Tabelle 5). Im Pankreas fand sich neben einer sehr
starken MIP-1-beta-Färbeintensität der Langerhansschen Insel-Zellen eine
mäßig bis starke MIP-1-alpha-, MIP-1-beta-, RANTES- und MCP-1-
Expression der serösen Drüsen (siehe Anhang Tabelle 5).
Weiterhin zeigte sich in der Schilddrüse eine sehr starke EOTAXIN-Expres-
sion des Follikelepithels, während in der Speicheldrüse eine mäßige
RANTES-Expression der serösen und der mucösen Drüsen und eine starke
RANTES-Expression des Drüsenganges imponierte (siehe Anhang
Tabelle 5). Im Rattenherz zeigte sich eine mäßige RANTES-Proteinbildung
der Kardiomyozyten und eine sehr starke EOTAXIN-Expression der Endothel-
zellen (siehe Anhang Tabelle 5).
Die Rattenniere wies eine mäßige MIP-1-alpha- und RANTES-Expression der
proximalen Tubuli des Cortex und zusätzlich der Macula Densa auf. Beim
Urothel fand sich eine mäßige RANTES- und MCP-1-Expression (siehe
Anhang Tabelle 5).
Bei den lymphatischen Rattenorganen zeigte sich bei der Milz eine mäßig bis
starke MIP-1-alpha-, MIP-1-beta-, RANTES- und EOTAXIN-Expression der
Retikulumzellen und der weißen Pulpa, während die Sinusoide der roten
Pulpa der Rattenmilz eine mäßige MIP-1 beta-, RANTES- und MCP-1-Färbe-
intensität aufwiesen. In Rattenthymus zeigten die Retikulumzellen eine mäßig
bis starke MIP-1-beta-, RANTES- und EOTAXIN-Expression (siehe Anhang
Tabelle 6).
In der Rattenhaut fand sich eine mäßig bis sehr starke CC-Chemokin-
Expression der Talgdrüsen, eine mäßige RANTES- und EOTAXIN-Färbe-
intensität der Haarfollikel und eine mäßig bis starke MIP-1-beta-, RANTES-,
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MCP-1- und EOTAXIN-Expression der peripheren Nerven (siehe Anhang
Tabelle 6).
Weiterhin ließen sich die 5 CC-Chemokine immunhistochemisch in einzelnen
humanen Organkompartimenten lokalisieren (siehe Anhang Tabelle 7 und 8).
Im humanen Gastrointestinaltrakt zeigten die Belegzellen des Magens eine
mäßige MIP-1-beta-, RANTES-, MCP-1- und EOTAXIN-Expression. Zudem
präsentierten die Oberflächenzellen des humanen Dickdarms eine mäßige bis
starke MIP-1-alpha-, MIP-1-beta-, RANTES-, MCP-1- und EOTAXIN-Expres-
sion (siehe Anhang Tabelle 8).
In der humanen Leber zeigten die Kupfferschen Sternzellen eine starke MCP-
1-Expression, während das Gallengangepithel eine mäßige RANTES-,
EOTAXIN- und MCP-1-Färbeintensität aufwies (siehe Anhang Tabelle 7). Im
exokrinen Anteil des humanen Pankreas fand sich eine mäßig bis starke
MIP-1-beta, RANTES-, MCP-1- und EOTAXIN-Expression des Drüsengang-
epithels (siehe Anhang Tabelle 7). Zudem zeigten die proximalen Tubuli der
humanen Nierenrinde eine mäßige MCP-1 und EOTAXIN-Expression (siehe
Anhang Tabelle 7).
Bei den lymphatischen humanen Organen fand sich in der Milz eine mäßige
MCP-1-Expression der weißen Pulpa und der Retikulumzellen. Zusätzlich
bestand eine starke MCP-1-Expression der Sinusoide der roten Pulpa der
Milz. Die Retikulumzellen zeigten zudem eine mäßige EOTAXIN-Expression
(siehe Anhang Tabelle 8). Schließlich zeigte die humane Haut eine starke
MIP-1-beta- und eine mäßige RANTES- und EOTAXIN-Färbeintensität der
Talgdrüsen. Die Haarfollikel zeigten eine mäßige RANTES- und MCP-1-
Expression und die peripheren Nerven der Haut eine mäßige MCP-1-Färbe-
intensität (siehe Anhang Tabelle 8).
Vergleicht man die Chemokinexpression in beiden Spezies, dann ließen sich
die fünf untersuchten CC-Chemokine außerhalb der Lunge im Wesentlichen
nur in der Leber, der Milz, der Haut, im Magen und im Dickdarm lokalisieren
(siehe Tabelle 5 und 6).
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Bei der Rattenleber und humanen Leber fand sich eine mäßige RANTES-
Färbeintensität des Gallengangepithels und eine starke bis sehr starke
MCP-1-Expression der Kupfferschen Sternzellen. Im Gastrointestinaltrakt
zeigten die Belegzellen des Magens eine mäßig bis starke MIP-1-beta-,
RANTES-, MCP-1- und EOTAXIN-Expression. Dickdarmoberflächenzellen
wiesen eine mäßig bis starke MIP-1-alpha-, MIP-1-beta-, RANTES-, MCP-1-
und EOTAXIN-Expression auf, während die Intestinaldrüsen des Dickdarms
eine mäßige MCP-1-Färbeintensität zeigten.
Bei der Haut fand sich zudem eine mäßig bis sehr starke Expression von
MIP-1 beta, RANTES und EOTAXIN durch die Talgdrüsen, eine mäßige
RANTES-Expression der Haarfollikel und eine mäßige MCP-1-Färbeintensität
der peripheren Nerven (siehe Tabelle 5).
Bei der physiologischen Rattenmilz und der humanen Milz zeigten die
Retikulumzellen eine mäßige EOTAXIN-Bildung und die Sinusoide der roten
Pulpa eine mäßig bis starke MCP-1-Generation (siehe Tabelle 6).
Tabelle 5
Organ MIP-1 alpha
Ratte Human
MIP-1 beta
Ratte Human
RANTES
Ratte Human
I. Leber
Gallengang keine keine
Färbung Färbung
keine schwach
Färbung
mäßig mäßig
II. Magen
Belegzellen
III. Dickdarm
Oberflächen-
zellen
schwach schwach
mäßig mäßig
mäßig mäßig
stark stark
stark mäßig
stark mäßig
IV. Haut
Talgdrüsen
Haarfollikel
mäßig schwach
keine keine
Färbung Färbung
stark stark
keine schwach
Färbung
stark mäßig
mäßig mäßig
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Tabelle 6
Organ MCP-1
Ratte Human
EOTAXIN
Ratte Human
I. Leber
Kupffersche Sternzellen sehr stark stark keine keine
Färbung Färbung
II. Milz
Retikulumzellen
rote Pulpa
schwach mäßig
mäßig mäßig
stark mäßig
schwach schwach
III. Magen
Belegzellen mäßig mäßig mäßig mäßig
IV. Dickdarm
Oberflächenzellen
Intestinaldrüsen
stark mäßig
mäßig mäßig
stark mäßig
schwach schwach
V. Haut
Talgdrüsen
Nerven
schwach schwach
mäßig mäßig
sehr stark mäßig
mäßig schwach
3.2. C-C-Chemokinrezeptoren
(CCR-1, CCR-2B, CCR-3, CCR-4, CCR-5)
3.2.1. Immunlokalisation der Chemokinrezeptoren unter physio-
logischen Bedingungen in Rattenlungen und humanen
Lungen
Unter physiologischen Bedingungen ließen sich die Chemokinrezeptoren
immunhistologisch sowohl in der Rattenlunge als auch in der humanen Lunge
nachweisen. Es zeigte sich überwiegend eine mäßig bis sehr starke broncho-
epitheliale Chemokinrezeptor-Expression bei beiden Spezies in normalen
Lungen unter physiologischen Bedingungen (siehe Tabelle 3 und 4 und
Bildtafel). Das Trachealepithel der unbehandelten Rattenlunge und der
humanen Lunge zeigte zudem eine mäßige bis sehr starke Expression der
Rezeptoren CCR-1-4 (siehe Anhang Tabelle 2 und 4).
Eine Ausnahme bildete die starke CCR-5-Expression des proximalen Bron-
chialepithels und der Alveolarmakrophagen sowie eine mäßige bis sehr starke
CCR-5-Expression der peribronchialen Drüsen und der Chondrozyten der
humanen Lunge im Vergleich zur Rattenlunge (siehe dazu Tabelle 3 und 4).
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Weiterhin bestand bei beiden Spezies eine mäßige bis sehr starke Expression
der Rezeptoren CCR-1-3 bei peribronchialen Chondrozyten und peribron-
chialen Drüsen. Die Alveolarmakrophagen und Lymphozyten zeigten in
beiden Spezies eine mäßig bis starke CCR-1-3-Expression. Endothelzellen
zeigten eine schwache bis mäßige CCR-1- und CCR-2-Generation (siehe
dazu Tabelle 3 und 4 und Bildtafel).
Zuletzt bestand ausschließlich in der Rattenlunge eine sehr starke CCR-1-
Expression der BALT-Lymphozyten und eine mäßige CCR-1- und CCR-3-
Expression durch peribronchiale periphere Nerven (siehe Anhang Tabelle 2).
Tabelle 3
Struktur
bei der
Ratte
CCR-1 CCR-2 CCR-3 CCR-4 CCR-5
proximales
Bronchial-
epithel
mäßig stark sehr stark mäßig keine
Färbung
distales
Bronchial-
epithel
schwach mäßig stark schwach keine
Färbung
peribron-
chiale
Chondro-
zyten
mäßig stark mäßig schwach schwach
peribron-
chiale
Drüsen
sehr stark sehr stark mäßig schwach schwach
Lympho-
zyten
sehr stark mäßig stark schwach schwach
Alveolar-
makro-
phagen
stark mäßig stark schwach keine
Färbung
Endothel mäßig schwach schwach keine
Färbung
keine
Färbung
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Tabelle 4
Humane
Struktur
CCR-1 CCR-2 CCR-3 CCR-4 CCR-5
proximales
Bronchial-
epithel
mäßig sehr stark stark stark stark
distales
Bronchial-
epithel
mäßig mäßig mäßig schwach keine
Färbung
peribron-
chiale
Chondro-
zyten
sehr stark stark stark keine
Färbung
sehr stark
peribron-
chiale
Drüsen
stark stark stark stark mäßig
Lympho-
zyten
mäßig sehr stark stark mäßig keine
Färbung
Alveolar-
makro-
phagen
stark stark mäßig schwach stark
Endothel schwach schwach keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
3.2.2. Chemokinrezeptorexpression unter LPS-Einwirkung
Als Einziger der Chemokinrezeptoren zeigte sich bei CCR-5 immunhistolo-
gisch weder in der physiologischen Rattenlunge noch in der Rattenlunge nach
LPS-Stimulation eine signifikante Proteinexpression. Lediglich im Bereich des
mehrreihigen Trachealepithels war eine schwache Expression zu beobachten.
Im Unterschied zu den anderen Chemokinrezeptoren war CCR-5 im
Bronchialepithel der unbehandelten sowie der LPS-behandelten Rattenlungen
nicht nachweisbar. Weiterhin zeigten das proximale und distale Bronchial-
epithel semiquantitativ keine signifikante CCR-1-Expressionsänderung unter
LPS-Stimulation. Unter Plasmaeinfluss zeigte sich ebenfalls keine signifikante
Veränderung (siehe Graphik 25 im Anhang).
Die Alveolarmakrophagen zeigten mit zunehmender Endotoxinstimulation
eine reduzierte Expression von CCR-1. Dabei sank die CCR-1-Färbeintensität
nach Plasmagabe deutlicher (siehe Graphik 26).
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Die Lymphozyten zeigten ebenfalls bei zunehmender LPS-Applikation eine
Abnahme der CCR-1 Bildung. Unter Plasmaeinfluss zeigte sich kein
signifikanter Unterschied (siehe Graphik 27 im Anhang).
Auch die Endothelzellen zeigten unter LPS-Stimulation nach einer 1 h
Versuchsdauer eine CCR-1-Expressionsabnahme. Nach Zugabe von Plasma
1,5 % bewirkte die Endotoxinstimulation eine stärkere Abnahme der CCR-1-
Expression (siehe Graphik 28 im Anhang).
Unter LPS-Stimulation kam es nach Gabe von Plasma 1,5 % zu einem
Anstieg der CCR-2B-Expression des proximalen und des distalen Bronchial-
epithels (siehe Graphik 29).
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Die BALT-Lymphozyten zeigten dagegen ohne Plasmagabe eine signifikante
Steigerung der CCR-2B-Färbeintensität unter LPS-Stimulation (siehe
Graphik 30).
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Graphik 30
Abhängig von der Versuchsdauer fand sich unter Endotoxin-Stimulation
ebenfalls eine Steigerung der CCR-2B-Färbeintensität der Alveolarmakro-
phagen. Hierbei zeigte sich nach Plasmazugabe keine signifikante Verän-
derung (siehe Graphik 31 im Anhang).
Nach Gabe von Plasma 1,5 % zeigte sich unter LPS-Stimulation eine leichte
Zunahme der CCR-2B-Expression einzelner Zellen im Septum (siehe
Graphik 32 im Anhang).
Dagegen zeigten die Lymphozyten ohne Plasmazugabe unter Endotoxin-
stimulation eine Zunahme der CCR-2B-Expression (siehe Graphik 33 im
Anhang).
Nach Endotoxinstimulation zeigte sich vor allem ohne Plasmagabe eine
Erhöhung der CCR-3-Bildung der glatten Bronchialmuskulatur. Die BALT-
Lymphozyten zeigten dagegen unter LPS-Stimulation und Plasma-1,5%-Gabe
eine Steigerung der CCR-3-Färbeintensität (siehe Graphik 34).
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Ähnlich wie die Bronchialmuskulatur zeigten ohne Plasmazugabe die Muskel-
zellen der Hilusvene, die kardialen Myozyten entsprechen, und die Muskel-
zellen der partialmuskularisierten Gefäße unter einer Endotoxinstimulation
eine Steigerung der CCR-3-Expression (siehe Graphik 35).
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Bei einzelnen Zelltypen und Alveolarmakrophagen zeigte sich dagegen bei
Zugabe von LPS zum Plasmaperfusat keine signifikante Stimulation der
CCR-3-Expression gegenüber der Kontrollgruppe (siehe Graphik 36 im
Anhang).
Die Endotoxinstimulation bewirkte nach Plasma-1,5 %-Gabe eine Absenkung
der CCR-4-Bildung des proximalen Bronchialepithels. Dagegen zeigte das
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distale Bronchialepithel nach LPS-Stimulation vor allem ohne Plasmazugabe
eine Steigerung der CCR-4-Bildung (siehe Graphik 37).
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Graphik 37
Nach LPS-Stimulation zeigten die Lymphozyten bis zu einer Dosis von
1.000 ng/ml LPS eine Steigerung der CCR-4-Expression. Nach Applikation
von 10.000 ng/ml LPS zeigte sich sowohl mit Plasma 1,5 % als auch ohne
Plasmazugabe ein Abfall der CCR-4-Expression (siehe Graphik 38 im
Anhang).
Schließlich zeigten die Alveolarmakrophagen nach einer Endotoxinstimulation
mit 10.000 ng/ml LPS zeitabhängig nach 2 h eine leichte Steigerung der
CCR-4-Färbeintensität. Unter der zusätzlichen Plasma-1,5%-Gabe kam es zu
keiner signifikanten Veränderung (siehe Graphik 39 im Anhang).
3.2.3. Immunlokalisation der Chemokinrezeptoren in weiteren
Rattenorganen und humanen Organen unter physiologischen
Bedingungen
Außerhalb der Lunge ließen sich die fünf untersuchten CC-Chemokin-
rezeptoren in bestimmten Organkompartimenten beider Spezies lokalisieren.
Bei der Auswertung der physiologischen Rattenorgane zeigte sich bei der
Leber eine mäßige CCR-1-, CCR-3- und CCR-4-Expression der Hepatozyten,
eine mäßige CCR-4-Expression der Kupfferschen Sternzellen und eine
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mäßige CCR-3- und CCR-4-Expression des Gallengangepithels (siehe dazu
Anhang Tabelle 9).
Im exokrinen Teil des Rattenpankreas fand sich zudem eine mäßige CCR-2-
und CCR-4-Färbeintensität der serösen Drüsen. Das Follikelepithel der
Schilddrüse zeigte eine mäßig bis starke CCR-2- und CCR-3-Expression.
Weiterhin zeigten die serösen Drüsen der Rattenspeicheldrüse eine mäßige
CCR-2- und CCR-4-Färbeintensität (siehe dazu Anhang Tabelle 9).
Bei der Rattenniere wiesen lediglich die proximalen Tubuli der Nierenrinde
eine mäßige CCR-5-Expression auf (siehe dazu Anhang Tabelle 9).
Bei den lymphatischen Organen der Ratte wiesen die Retikulumzellen der
Milz eine mäßige CCR-5- und eine sehr starke CCR-2-Expression auf,
während die weiße Pulpa im Marginalbereich eine mäßige CCR-5-Expression
zeigte. Die Retikulumzellen des Thymus zeigten zudem eine starke CCR-2-
und CCR-4-Färbeintensität, während die Medulla eine mäßige CCR-1-
Färbeintensität präsentierte (siehe dazu Anhang Tabelle 10).
Besonders im Vordergrund stand auch die Chemokinrezeptorlokalisation im
Gastrointestinaltrakt der Ratte. Dabei zeigten die Oberflächenzellen des
Magens eine mäßige CCR-2- und CCR-3-Expression, die Belegzellen eine
mäßige CCR-1- und eine starke CCR-2-Expression und die Hauptzellen eine
starke CCR-2-Färbeintensität.
Weiterhin fand sich im physiologischen Rattendickdarm eine mäßige CCR-1,
CCR-2, CCR-4 und CCR-5-Expression der Oberflächenzellen, während diese
zusätzlich eine starke CCR-3-Proteinexpression aufwiesen (siehe dazu
Anhang Tabelle 10).
Schließlich zeigten die Talgdrüsen der Rattenhaut eine starke CCR-2- und
CCR-4- und eine mäßige CCR-3-Färbeintensität, während die peripheren
Nerven der Rattenhaut eine mäßige CCR-1-, CCR-2- und CCR-4-Expression
aufwiesen (siehe dazu Anhang Tabelle 10).
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Weiterhin konnten die fünf CC-Chemokinrezeptoren in bestimmten physiolo-
gischen humanen Organkompartimenten lokalisiert werden. Bei der humanen
Leber bestand eine mäßige CCR-2- und CCR-3-Expression der Kupfferschen
Sternzellen, während das humane Gallengangepithel eine mäßige CCR-3-
Expression aufwies (siehe dazu Anhang Tabelle 11).
Das Drüsengangepithel der humanen Pankreas zeigte eine mäßige CCR-1-,
CCR-2- und CCR-5-Expression (siehe dazu Anhang Tabelle 11).
Bei der humanen Niere bestand lediglich in der Nierenrinde eine mäßige
CCR-1-, CCR-2- und CCR-3-Expression durch die proximalen Tubuli (siehe
dazu Anhang Tabelle 11).
Bei den humanen lymphatischen Organen zeigten die Retikulumzellen eine
mäßige CCR-1-Färbeintensität, während der Marginalbereich der weißen
Pulpa eine mäßige CCR-1-, CCR-2-, CCR-3- und CCR-5-Expression aufwies
und die rote Milzpulpa eine mäßige CCR-1-Expression zeigte (siehe dazu
Anhang Tabelle 12).
Der humane Gastrointestinaltrakt zeigte wichtige Lokalisationen der humanen
Chemokinrezeptorexpression. Die Oberflächenzellen des Magens zeigten
eine mäßige CCR-2- und CCR-4-Expression, während die Belegzellen eine
mäßige CCR-1-, CCR-3-, CCR-5- und eine starke CCR-2-Proteinexpression
aufwiesen. Die Hauptzellen zeigten zusätzlich eine mäßige CCR-2-Färbe-
intensität. Im weiteren Verlauf des humanen Gastrointestinaltrakts zeigten die
Oberflächenzellen des Duodenums eine mäßige CCR-3-Expression. Die
stärkste Chemokinrezeptorexpression außerhalb der humanen Lunge zeigte
sich im Dickdarm. Die Oberflächenzellen des physiologischen Dickdarms
zeigten eine mäßige CCR-3-, eine starke CCR-2-, CCR-4- und CCR-5- und
eine sehr starke CCR-1-Expression. Die Intestinaldrüsen wiesen zudem eine
mäßige bis starke Chemokinrezeptorexpression auf (siehe dazu Anhang
Tabelle 12). Schließlich zeigten die peripheren Nerven der humanen Haut
eine mäßige CCR-1-Färbeintensität (siehe dazu Anhang Tabelle 12).
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Tabelle 7
Organ CCR-1
Ratte Human
CCR-2
Ratte Human
CCR-3
Ratte Human
I. Leber
Gallengang keine mäßig
Färbung
keine schwach
Färbung
mäßig mäßig
II. Magen
Oberflächenzellen
Belegzellen
Hauptzellen
schwach keine
Färbung
mäßig mäßig
schwach schwach
mäßig mäßig
stark stark
stark mäßig
mäßig keine
Färbung
schwach mäßig
schwach schwach
III. Dickdarm
Oberflächenzellen
Intestinaldrüsen
mäßig sehr stark
stark stark
mäßig stark
mäßig stark
stark mäßig
mäßig mäßig
IV. Milz
Retikulumzellen mäßig mäßig sehr keine
stark Färbung
keine keine
Färbung Färbung
V. Haut
periphere Nerven mäßig mäßig mäßig schwach keine keine
Färbung Färbung
Beim Vergleich der CC-Chemokinrezeptorlokalisation stand bei beiden
Spezies der Gastrointestinaltrakt im Vordergrund. Dies zeigte sich vor allem
bei den Oberflächenzellen des Dickdarms beider Spezies. Sowohl die
humanen als auch die Rattenoberflächenzellen des Dickdarms zeigten eine
mäßige bis sehr starke CC-Chemokinrezeptor-Expression (siehe Tabelle 7
und 8). Dagegen zeigten die Oberflächenzellen des Magens bei beiden
Spezies lediglich eine mäßige CCR-2-Expression, während die Belegzellen
eine mäßige CCR-1- und eine starke CCR-2-Expression und die Hauptzellen
eine mäßig bis starke CCR-2-Färbeintensität aufwiesen (siehe Tabelle 7).
Schließlich fand sich zusätzlich bei beiden Spezies eine mäßige CCR-3-
Expression des Gallengangepithels der Leber, eine mäßige CCR-1-Expres-
sion der Retikulumzellen der Milz und eine mäßige CCR-1-Proteinexpression
der peripheren Nerven der Haut (siehe Tabelle 7).
Tabelle 8
Organ CCR-4
Ratte Human
CCR-5
Ratte Human
III. Dickdarm
Oberflächenzellen
Intestinaldrüsen
mäßig stark
mäßig mäßig
mäßig stark
schwach mäßig
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4. Diskussion
4.1. Verteilung von Chemokinen und Rezeptoren in Lungen
von Ratte und Mensch
Unter normalen physiologischen Bedingungen lässt sich immunhistochemisch
eine Expression der CC-Chemokine und ihrer zugehörigen Rezeptoren in der
Lunge und in der Luftröhre nachweisen. Dabei lassen sich die CC-Chemokine
und ihre Rezeptoren im Bereich des Bronchialbaums, des Gefäßsystems und
der Leukozyten beider Spezies nachweisen. Eine Chemokinexpression des
Bronchialepithels, der peribronchialen Drüsen und der Chondrozyten des
hyalinen Knorpels kann neben einer Mitwirkung bei der Bronchotonus-
regulation und Gefäßtonusregulation die Transmigration von Leukozyten
durch das Endothel und damit die Rekrutierung der Leukozyten in das
interstitielle Lungengewebe unter physiologischen Bedingungen steuern. Eine
Gegenüberstellung der zellulären Lokalisationen, wo das Chemokin gebildet
wird und wo sich die rezeptorexprimierenden Zellen, also die Zielzellen,
immunhistochemisch lokalisieren lassen, kann helfen, diese Steuerungs-
mechanismen zu veranschaulichen. Im Bereich des Bronchialbaums zeigt
sich unter physiologischen Bedingungen eine starke bis sehr starke Protein-
expression von MIP-1 alpha und RANTES beider Spezies. Immunhisto-
chemisch konnte eine RANTES-Bildung des humanen Bronchialepithels
bereits gezeigt werden (Berkman et al., 1996).
MIP-1 alpha wurde zunächst von Wolpe durch Zellkulturexperimente entdeckt
(Wolpe et al., 1988). Die proximalen und distalen Bronchialepithelzellen
weisen aber auch als Zielzellen eine mäßig bis starke CCR-1-Expression auf.
CCR-1 ist der gemeinsame Rezeptor von MIP-1 alpha und RANTES und der
erste entdeckte CC-Chemokinrezeptor (Neote et al., 1993 und Murphy et al.,
1994). Weiterhin zeigen die Bronchialepithelzellen beider Spezies eine starke
MCP-1-Expression. Der gemeinsame Rezeptor von MCP-1, RANTES und
MIP-1 alpha, CCR-4, kann ebenfalls im Bereich des Bronchialbaums beider
Spezies mit einer mäßigen bis starken Expression nachgewiesen werden.
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Der spezifische Rezeptor von MCP-1, CCR-2B, wird stark bis sehr stark von
proximalen und distalen Bronchialepithelien der Ratte und des Menschen
gebildet. Sousa und Yoshimura konnten eine MCP-1 Bildung des Bronchial-
epithels an einem Kollektiv von zwölf gesunden Menschen durch Bronchial-
biopsien und anschließende Immunhistochemie nachweisen (Sousa et al.,
1994). Capelli gelang es später, bronchoskopisch bei 15 Nichtrauchern
Konzentrationen von MIP-1 beta und MCP-1 in der BAL nachzuweisen
(Capelli et al., 1999).
Zudem zeigt sich sowohl bei der Ratte als auch beim Menschen eine mäßig
bis sehr starke EOTAXIN- und CCR-3-Expression des Bronchialepithels.
EOTAXIN konnte bereits im Jahr 1999 im proximalen Bronchialepithel der
Ratte immunhistochemisch nachgewiesen werden (Harrington et al., 1999).
Zudem wurde die EOTAXIN- und CCR-3-Bildung des Bronchialepithels von
Ying unter physiologischen Bedingungen durch die In-situ-Hybridisierung und
mittels der Immunhistochemie nachgewiesen (Ying et al., 1997). Auch Mattoli
konnte anhand von Bronchialbiopsien EOTAXIN-mRNA nachweisen (Mattoli
et al., 1997). Zudem wurde in den oberen Luftwegen EOTAXIN-mRNA nach-
gewiesen (Minshall et al., 1997).
CCR-5 lässt sich immunhistochemisch nur beim Menschen im Bereich der
proximalen Bronchien mit einer starken Generation nachweisen. Mittels
Durchflusszytometrie und Immunhistochemie konnte CCR-5 von Rottman
bereits 1997 im Epithelbereich nachgewiesen werden (Rottman et al., 1997).
Auch Jiang gelang es, CCR-2- und CCR-5-mRNA in der Rattenlunge nachzu-
weisen (Jiang et al., 1998). MIP-1 beta, welches von Bronchialepithelzellen
mäßig bis stark gebildet wird, kann sich als Ligand gemeinsam mit MIP-1
alpha und RANTES an die proximalen Bronchialepithelzellen des Menschen,
welche CCR-5 bilden und somit die Zielzellen darstellen, anlagern. Wenig war
bislang über die Chemokinbildung der peribronchialen Chondrozyten und der
seromucösen Drüsen bekannt. Neben der bronchoepithelialen Chemokin- und
Chemokinrezeptorexpression zeigt sich immunhistochemisch auch eine
Chemokin- und Chemokinrezeptorbildung der peribronchialen Chondrozyten
des hyalinen Knorpels und der peribronchialen seromucösen Drüsen.
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Dies könnte sich entscheidend auf den Bronchotonus auswirken. Die
Chondrozyten beider Spezies zeigen eine mäßig bis starke MIP-1-beta- und
RANTES-Generation und zudem eine starke bis sehr starke MCP-1- und
EOTAXIN-Expression unter physiologischen Bedingungen. Die Chondrozyten
sind jedoch durch eine mäßig bis sehr starke CCR-1 bis 3-Expression auch
Zielzellen. Ebenso wie die proximalen humanen Bronchialepithelzellen zeigen
auch die humanen Chondrozyten eine sehr starke CCR-5-Expression.
Die seromucösen Drüsen zeigen ebenfalls eine Chemokin- und eine Chemo-
kinrezeptorexpression. Diese zeigen in beiden untersuchten Spezies eine
mäßig bis sehr starke MIP-1 beta-, RANTES-, MCP-1- und EOTAXIN-Färbe-
intensität. Zudem zeigen die Drüsen eine mäßig bis sehr starke CCR-1-,
CCR-2- und CCR-3-Expression. Die humanen Drüsenzellen zeigen zusätzlich
eine mäßig bis starke CCR-4- und CCR-5-Expression. Die Interaktion
zwischen den chemokinbildenden und rezeptorexprimierenden Zielzellen
durch das Bronchialepithel und die peribronchialen Chondrozyten und Drüsen
könnte unter physiologischen Bedingungen den Bronchotonus und chemo-
taktisch über endotheliale Transmigration die Leukozytenmigration in das
Lungengewebe steuern.
Bei der Betrachtung des Gefäßsystems und der Gegenüberstellung der
Chemokin- und der Chemokinrezeptorbildung zeigt sich anders als im
Bronchialbaum, dass die Endothelzellen beider Spezies unter
physiologischen Bedingungen eine Chemokinbildung aufweisen, nicht jedoch
als Zielzellen fungieren. Die Endothelzellen beider Spezies zeigen immun-
histochemisch unter physiologischen Bedingungen eine mäßige MIP-1-beta-,
RANTES- und MCP-1-Proteinexpression und eine starke EOTAXIN-Färbe-
intensität. Sousa und Yoshimura konnten bereits 1994 bei zwölf gesunden
Studienteilnehmern mittels Bronchialbiopsien und der Immunhistochemie eine
MCP-1-Expression der Endothelzellen nachweisen (Sousa et al., 1994).
Später gelang es Ichiyasu, immunhistochemisch in der Hasenlunge eine
MCP-1-Proteinexpression der Endothelzellen nachzuweisen. Zudem fand er
durch In-situ-Hybridisierung unter physiologischen Bedingungen eine MCP-1-
mRNA-Bildung der Endothelzellen (Ichiyasu et al., 1999). Die Endothelzellen
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der Ratte und des Menschen zeigen bei der vorliegenden Arbeit immun-
histochemisch eine mäßige bis starke CCR-2B-Proteinexpression. CCR-2B ist
als ein spezifischer Rezeptor für MCP-1 bekannt. CCR-2B ließ sich bereits
1998 auch molekularbiologisch in der normalen Rattenlunge nachweisen.
Zudem erbrachten Zellkulturexperimente bei normaler Rattenlunge den
Nachweis von CCR-2B-mRNA (Jiang et al., 1998). Ein Jahr zuvor gelang es
bereits Ying, anhand von Bronchialbiopsien gesunder Studienteilnehmer
durch eine Doppelfärbung (Immunhistochemie und In-situ-Hybridisierung) der
Endothelzellen eine EOTAXIN Protein- und mRNA-Expression nachzuweisen
(Ying et al., 1997). Bei der vorliegenden Arbeit zeigen die Endothelzellen der
Rattenlunge immunhistochemisch eine schwache und die humanen Endothel-
zellen keine Färbung für CCR-3, den spezifischen Rezeptor für EOTAXIN. Mit
Ausnahme eines deutlichen MCP-1/CCR-2B-Nachweises bei beiden Spezies
scheinen die Endothelzellen der Rattenlunge und der humanen Lunge unter
physiologischen Bedingungen überwiegend nicht als Zielzellen zu fungieren.
Die Chemokinbildung der Endothelzellen der Rattenlunge und der humanen
Lunge könnte sich jedoch unter physiologischen Bedingungen chemotaktisch
auf die zirkulierenden Leukozyten auswirken und somit den Einstrom von
Leukozyten steuern.
Immunhistochemisch zeigt sich zudem eine starke CCR-1-, CCR-2- und CCR-
3-Expression der Alveolarmakrophagen beider untersuchter Spezies. Die
humanen Alveolarmakrophagen weisen zudem eine starke CCR-5-Färbe-
intensität auf. Somit könnte eine pulmonale Rekrutierung der Alveolar-
makrophagen im Rahmen der Immunabwehr durch Chemokine gesteuert
werden.
Diese Regulationsmöglichkeit scheint auch für die zirkulierenden Lympho-
zyten zu gelten. Die Lymphozyten beider Spezies zeigen nämlich unter
physiologischen Bedingungen vor allem eine starke CCR-2B- und CCR-3-
Expression. Die humanen Lymphozyten weisen zudem eine mäßige CCR-1-
und CCR-4-Expression auf, während die Rattenlymphozyten eine sehr starke
CCR-1-Proteinexpression aufweisen. Mittels Zellkulturexperimenten, PCR und
Immunhistochemie konnte bereits eine CCR-3-Expression der humanen
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eosinophilen Granulozyten und eine CCR-5-Expression der humanen
T-Helferzellen gezeigt werden (Wu et al., 1997). Harrington zeigte
immunhistochemisch auch in der Rattenlunge eine CCR-3-Expression der
eosinophilen Granulozyten und eine schwache EOTAXIN-Bildung der
Alveolarmakrophagen (Harrington, 1999). Weiterhin wurden CCR-2 und
CCR-5 mittels Zellkultur und durch molekularbiologische Methoden in der
Rattenlunge nachgewiesen (Jiang et al., 1998).
Zugleich zeigen sich die Alveolarmakrophagen und die Lymphozyten beider
Spezies nicht nur als Zielzellen, sondern auch als chemokinbildende Zellen
unter physiologischen Bedingungen. Die Chemokine könnten somit eine
Interaktion zwischen den Alveolarmakrophagen und den Lymphozyten unter
normalen Bedingungen ermöglichen und damit eine Regulation der
Immunabwehrzellen mittels Chemotaxis unter physiologischen Bedingungen
steuern. In diesem Zusammenhang zeigt sich immunhistochemisch bei
beiden untersuchten Spezies eine mäßige MIP-1-alpha- und eine mäßig bis
sehr starke MIP-1-beta-, RANTES-, MCP-1- und EOTAXIN-Expression der
Alveolarmakrophagen. Zudem zeigen die humanen Lymphozyten und die
Rattenlymphozyten eine mäßige MIP-1-beta- und eine starke bis sehr starke
RANTES-, MCP-1- und EOTAXIN-Expression. Nachdem Wolpe 1988 durch
Zellkulturexperimente zum ersten Mal eine MIP-1-alpha-Expression der
Makrophagen nachwies, konnte Denthol auch eine MCP-1-Expression der
Alveolarmakrophagen nachweisen (Denthol et al., 1989). Später zeigten
Sousa und Yoshimura an Bronchialbiopsien von zwölf gesunden Studienteil-
nehmern eine MCP-1-Expression der Alveolarmakrophagen (Yoshimura et al.,
1994). Mittels Northern-Blot-Analysen und Zellkultur konnte auch eine MCP-1-
Bildung der Rattenalveolarmakrophagen nachgewiesen werden (Brieland et
al., 1995). Zudem konnten MCP-1 und MIP-1 alpha in der BAL gesunder
Studienteilnehmer nachgewiesen werden (Capelli, 1999). Weiterhin gelang es
Berkman und Barnes, eine RANTES-Expression der T-Lymphozyten und der
Alveolarmakrophagen immunhistochemisch nachzuweisen (Berkman et al.,
1996). Ein Jahr später konnte durch eine Doppelfärbung mittels Immunhisto-
chemie und In-situ-Hybridisierung nach Bronchialbiopsie gesunder Studien-
teilnehmer eine EOTAXIN-Bildung der humanen Alveolarmakrophagen und T-
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Lymphozyten einerseits und eine CCR-3-Bildung der humanen eosinophilen
Granulozyten andererseits nachgewiesen werden (Ying et al., 1997 und
Mattoli et al., 1997).
Die überwiegende Übereinstimmung der beiden untersuchten Spezies in der
Chemokinbildung und in der Expression der Rezeptoren der verschiedenen
Zellen in der Lunge unter physiologischen Bedingungen zeigt, dass ein
Rattenmodell geeignet ist, um durch eine dosierte LPS-Stimulation und somit
Simulation pathophysiologischer Bedingungen neue Erkenntnisse über die
Funktion der Immunabwehr zu erwerben.
4.2. Regulation und Verteilung der Chemokine und
Rezeptoren unter Endotoxinwirkung
Die überwiegende Übereinstimmung der Befunde über die Verteilung von
Chemokinen und Rezeptoren in der Rattenlunge und in der humanen Lunge
zeigt, dass das Rattenmodell ein geeignetes Tiermodell zur Erforschung
pathophysiologischer Grundlagen darstellt. Endotoxin-induzierte pathophysio-
logische Veränderungen scheinen unter septischen Bedingungen zur Störung
der Mikrozirkulation und zum Multiorganversagen zu führen. Dies ist ein
Krankheitsbild, welches bei Persistenz mit hoher Letalität der Patienten auf
Intensivstationen einhergeht (Brigham et al., 1986, Kopydlowski et al., 1999
und Walmrath et al., 2001).
Die gramnegative Sepsis ist eine akute systemische Erkrankung, welche mit
Fieber, Blutdruckabfall und disseminierter intravaskulärer Koagulation, Schock
und Multiorganversagen einhergeht (Bone, 1993, Dellinger et al., 1997 und
Kopydlowski et al., 1999). Endotoxin, ein Lipopolysaccharid (LPS) gram-
negativer Bakterien, ist dafür bekannt, die Bildung proinflammatorischer
Zytokine der Lunge anzuregen (Dellinger et al., 1997). Qui konnte bereits
1996 an einem Rattenmodell nach intraperitonealer LPS-Applikation einen
Anstieg von TNF-alpha-, IL-1ß- und MIP-1-alpha-mRNA zeigen (Qui et al.,
1996). Ein Jahr später konnte RANTES im humanen Bronchialepithel immun-
histochemisch nachgewiesen werden (John et al., 1997). Zudem konnte
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bereits eine Steigerung der RANTES-Bildung bestimmter pulmonaler Zell-
typen nach einer Endotoxinstimulation beobachtet werden (Van Otteren et al.,
1995). Nach LPS-Applikation zeigte sich ebenfalls eine Zunahme der pulmo-
nalen MIP-Bildung (Baggiolini et al., 1997, Rollins, 1997, Valente et al.,1988).
Septische Patienten zeigten zudem einen erhöhten MIP-1-beta-Spiegel
(O’Grady et al., 1999). Die Entdeckung der Chemokinrezeptoren CCR-2 und
CCR-5 in der Rattenlunge an Zellkulturen mit molekularbiologischen
Methoden und Immunhistochemie erhärtete die Rolle der Chemokine in der
Pathogenese der Sepsis und des ARDS (Jiang et al., 1998 und Rottman et
al., 1997). LPS kann an LBP im Plasma gebunden werden, welches die LPS-
Monomere zur Bindungsstelle von CD 14 transportiert (Wright et al., 1999,
Pugin et al., 1993, Tobias et al., 1995 und Wright et al., 1990). Daher wurde
die Auswirkung von Endotoxinstimulation auf die Expression von Chemokinen
und ihrer zugehörigen Rezeptoren in der vorliegenden Arbeit in isolierten
Rattenlungen mit und ohne Plasmazugabe untersucht.
Unter einer Endotoxinstimulation mit LPS kommt es bei bestimmten Zelltypen
der Rattenlunge zu einer Veränderung der CC-Chemokin- und Chemokin-
rezeptor-Expression. Im Bereich des Bronchialbaums bewirkt eine LPS-
Applikation eine Steigerung der MIP-1-beta, MCP-1-, RANTES- und
EOTAXIN-Färbeintensität des Bronchialepithels. Gleichzeitig zeigt sich eine
Steigerung der CCR-2- und CCR-4-Expression des Bronchialepithels und
eine Erhöhung der CCR-3-Expression der Bronchialmuskulatur. Dabei zeigt
sich besonders ohne Zusatz von Plasma 1,5 % mit zunehmender LPS-
Applikation eine Steigerung der RANTES- und EOTAXIN-Expression des
Bronchialepithels und eine Zunahme der CCR-3-Färbeintensität der
Bronchialmuskulatur. Dies könnte für einen LPB-unabhängigen Weg der LPS-
vermittelten Chemokin-Bildung sprechen.
Viele Effekte von LPS werden durch Plasmaprotein bzw. LPS-bindendes
Protein (LBP) und CD 14 eingeleitet (Pugin et al., 1993, Tobias et al., 1995,
Ulevitch, 1991, Wright et al., 1990). Doch zusätzlich zur bekannten LBP-CD-
14-Achse ist ein CD-14- und Plasma-unabhängiger Signaltransduktionsweg
für Endotoxin beschrieben, welcher aber noch nicht vollständig charakterisiert
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worden ist (Wright et al., 1990, El Samalouti et al., 1999, Ingalls et al., 1995
und Lynn et al., 1993). Außerdem könnte die Zunahme der Chemokin-
synthese infolge der Endotoxin-Gabe nicht durch LPS selbst, sondern über
einen sekundären Signaltransduktionsweg durch LPS-aktivierte Zytokine wie
TNF eingeleitet werden (Walmrath et al., 1994 und Pugin et al., 1993). Eine
vermehrte Sekretion von TNF ist bereits bei LPS-perfundierten Lungen
beobachtet worden (Martin et al., 1992, Schütte et al., 1997 und Walmrath et
al., 1994). Dagegen zeigt sich immunhistochemisch eine Endotoxin-stimulierte
Steigerung der CCR-2-Bildung des Bronchialepithels nach 1,5%igem Plasma-
Zusatz, welche sich über den beschriebenen und bereits bekannten LPB-CD-
14-Weg erklären lässt.
Eine Blockade von CCR-2B/MCP-1, CCR-3/EOTAXIN, CCR-4/RANTES und
CCR-5/MIP-1 beta/RANTES könnte neue Therapiemöglichkeiten in der Be-
handlung von saisonaler allergischer Rhinitis, Asthma, chronischer Bronchitis
und ARDS ermöglichen. Asthma ist durch eine vermehrte Chemokinbildung,
mucöse Hypersekretion, Atemwegobstruktion und Eosinophilie charakterisiert.
Chemokine scheinen durch Leukozytenrekrutierung, Stimulation von bestimm-
ten pulmonalen Zelltypen und Histaminsekretion in der Pathogenese der
allergischen Inflammation eine wichtige regulative Rolle zu spielen. Nach der
Entdeckung von CCR-3 (Daugherty et al., 1996) zeigte sich CCR-3/EOTAXIN
durch Wechselwirkung mit IL-13 als ein zentrales regulatives Chemokin von
Asthma (Zimmermann et al., 2003).
Immunhistochemisch konnte eine EOTAXIN-Expression des Bronchialepithels
und eine CCR-3-Expression der eosinophilen Granulozyten nachgewiesen
werden (Harrington et al., 1999). Die vermehrte bronchoepitheliale EOTAXIN-
und CCR-3-Bildung der Bronchialschleimhaut führt zur Rekrutierung von
eosinophilen Granulozyten. Eine anti-CCR-3/EOTAXIN-Behandlung könnte
somit möglicherweise in der Zukunft bei der Behandlung von Asthma
ergänzend zu anderen Therapien eingesetzt werden (Warrior et al., 2003).
Bereits 1995 konnte eine allergisch induzierte mRNA-Bildung von EOTAXIN
in der Meerschweinlunge nachgewiesen werden (Rothenberg et al., 1995). Im
Jahr 1997 erfolgte in weiteren experimentellen Studien eine allergische Expo-
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sition der Maus. Northern-Blot-Analysen zeigten daraufhin eine Erhöhung der
EOTAXIN-mRNA in der Mauslunge, welche im Gegensatz zur EOTAXIN-
Knockout-Maus mit einer Akkumulation der eosinophilen Granulozyten
einherging (Luster et al., 1997). Im selben Jahr konnte dann eine vermehrte
EOTAXIN-mRNA-Expression in der Nasenschleimhaut von Patienten mit
saisonaler allergischen Rhinitis nachgewiesen werden (Minshall et al., 1997).
Bronchialschleimhautbiopsien von Asthmatikern zeigten ebenfalls mittels
Immunhistochemie und In-situ-Hybridisierung eine erhöhte EOTAXIN- und
CCR-3-mRNA- und Protein-Expression (Ying et al., 1997 und Mattoli et al.,
1997). Eine spezifische nasale Allergenprovokation bei 14 Kindern in Schwe-
den zeigte als Reaktion eine EOTAXIN-induzierte eosinophile pulmonale
Transmigration (Lonnkvist et al., 2002).
Bei der medikamentösen Behandlung zeigten Kortikosteroide eine ungezielte
entzündungshemmende Wirkung und waren zudem bei längerfristiger
Anwendung mit vielen Nebenwirkungen assoziiert. Nachdem klar wurde, dass
auch RANTES für die Rekrutierung von eosinophilen Granulozyten bei
Asthmatikern verantwortlich ist (Venge et al., 1996), gelang 1999 eine
Hemmung der RANTES-mRNA-Bildung, indem bei Zellkulturen von TNF-
alpha- und IL-1 beta-stimulierten humanen glatten Bronchialmuskulaturzellen
Dexamethason hinzugegeben wurde (Pype et al., 1999). Weiterhin spielen
bestimmte Chemokine eine regulative Rolle in der Pathogenese der chronisch
obstruktiven Lungenerkrankung (COPD), einer schleichend progressiven
Erkrankung, die infolge einer chronischen Bronchitis mit zunehmender
Obstruktion der peripheren Atemwege, vermehrter Bronchialschleimbildung
und Emphysem einhergeht. Sputumuntersuchungen zeigten unter anderem
eine Beteiligung von RANTES und MCP-1. Eine Antichemokinbehandlung
könnte auch hier in Zukunft neue Behandlungsmöglichkeiten bieten (Chung et
al., 2001 und Barnes et al., 2001). Weiterhin zeigte sich immunhistochemisch
eine EOTAXIN- und CCR-3-Erhöhung der Lamina propria bei exazerbierter
chronischer Bronchitis (Bocchino et al., 2002). Drei Jahre zuvor fand Capelli
bereits eine vermehrte MIP-1-beta- und MCP-1-Bildung in der BAL von
Rauchern mit chronischer Bronchitis im Vergleich zu Nichtrauchern (Capelli et
al., 1999). Sputumanalyse und Untersuchung der Ausatemluft könnten
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möglicherweise als nicht invasive risikoarme Methoden zur Verlaufs- und
Erfolgskontrolle bei der Behandlung einer exazerbierten COPD im
fortgeschrittenen Stadium eingesetzt werden.
Weiterhin gelten die pulmonalen Endothelzellen als Ursprungszellen für die
Generation von Chemokinen, die die Migration von Leukozyten in die Lunge
fördern. Mittels Immunhistochemie und In-situ-Hybridisierung zeigte sich
bereits 2002, dass die humanen Endothelzellen die Ursprungszellen für die
RANTES-Bildung bei Patienten mit pulmonal arterieller Hypertonie waren und
somit die Migration von Monozyten regulierten. Damit zeigte sich, dass
inflammatorische Mechanismen eine Rolle in der Entwicklung der pulmonal
arteriellen Hypertonie spielen (Dorfmuller et al., 2002).
Immunhistochemisch zeigt sich in der vorliegenden Arbeit im isolierten
Rattenmodell mit steigender Endotoxinstimulation eine vom Plasma unabhän-
gige Zunahme der MIP-1-beta-Bildung und ein Anstieg der EOTAXIN-Bildung
der pulmonalen Rattenendothelzellen, während die RANTES-, MCP-1- und
CCR-1- Generation abnimmt. Dabei beschleunigt ein 1,5%iger Plasma-Zusatz
vermutlich über den bekannten LPB-CD-14-Signaltransduktionsweg die
Abnahme der MCP-1- und CCR-1-Bildung der Rattenendothelzellen. Ähnlich
zeigte bereits Rollins in Zellkulturexperimenten eine Steigerung der MCP-1-
mRNA-Bildung in humanen Endothelzellen nach einer dreistündigen Stimu-
lation mit den proinflammatorischen Zytokinen TNF-alpha und IL1-beta
(Rollins et al., 1990). Ein immunhistochemischer Nachweis von humanem
MIP-1 beta unter physiologischen Bedingungen erfolgte bereits 1993 (Tanaka
et al., 1993). Im selben Jahr zeigte Pugin eine Hochregulierung der
Chemokinbildung der Endothelzellen nach LPS-Applikation (Pugin et al.,
1993). 1997 fand sich an Biopsien der Bronchialschleimhaut von Asthmati-
kern und gesunden Teilnehmern mittels Immunhistochemie und In-situ-
Hybridisierung eine höhere Expression von EOTAXIN und CCR-3-Bildung bei
Asthmatikern (Ying et al., 1997).
Damit war ein weiterer Beweis erbracht, dass es sich hierbei um proinflam-
matorische Zytokine handelt. Zudem wurde die Bedeutung der Chemokine bei
der Immunabwehr immer mehr erkannt. Im isolierten Rattenmodell zeigt sich
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in der vorliegenden Arbeit mit zunehmender LPS-Dosis eine semiquantitativ
von Plasmafaktoren unabhängige Steigerung der MIP-1-alpha-, MIP-1-beta-,
RANTES-, MCP-1- und EOTAXIN-Expression der BALT-Lymphozyten,
während sich zudem eine vom Plasma unabhängige Erhöhung der CCR-2B-
Expression zeigt. Dies könnte ein weiterer Hinweis auf einen von der LBP-
CD-14-Achse unabhängigen Signaltransduktionsweg sein, welcher über einen
sekundären Signaltransduktionsweg durch LPS-aktivierte Zytokine, wie TNF,
induzierbar wäre und sich bei verschiedenen Erkrankungen entscheidend auf
die Leukozytenmigration und damit die Immunabwehr auswirken könnte.
In der vorliegenden Arbeit reagieren neben Lymphozyten auch die Alveolar-
makrophagen als wesentlicher Bestandteil der Immunabwehr im isolierten
Rattenmodell mit einer Steigerung der proinflammatorischen Entzündungs-
mediatoren, wie MIP-1 alpha, RANTES und EOTAXIN, und zudem mit einer
erhöhten Expression der Oberflächenproteine CCR-2B und CCR-4, welche
die Leukozytenmigration einleiten und im Krankheitsfall für die Mobilisierung
der Immunabwehr ausschlaggebend sind. Immunhistochemisch zeigt sich
zudem eine starke CCR-5-Bildung der humanen Alveolarmakrophagen.
CCR-5 scheint bei der HIV-Infektion als Co-Rezeptor beim Eintritt des HI-
Virus in die Wirtzelle eine wichtige Rolle zu spielen. So konnte bereits 1997
Verani in Zellkulturexperimenten durch PCR nach einer LPS-induzierten
Chemokinbildung der humanen Makrophagen eine Unterdrückung der HIV-1-
Infektion sowohl bei den T-Lymphozyten als auch in den Makrophagen
nachweisen (Verani et al., 1997). Zudem erwies sich das Oberflächenprotein
CCR-5 auf CD-4-positiven Lymphozyten als ein Co-Rezeptor bei HIV (Deng et
al., 1996 und Alkhatib et al., 1996). Damit könnte eine Anti-CCR-5-Therapie
eine mögliche Therapieoption der HIV-Infektion in der Zukunft sein. In-vitro-
Studien von Wu zeigten bereits in diesem Zusammenhang erste Erfolge (Wu
et al., 1997).
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4.3. Verteilung von Chemokinen und Rezeptoren in
Organsystemen von Ratte und Mensch
Im Rahmen eines Multiorganversagens bei Sepsis kommt es zu einer
Änderung der Expression proinflammatorischer Chemokine, die nach einem
Endotoxinreiz als Entzündungsmediatoren fungieren. Die immunhisto-
chemische Lokalisation von Chemokinen und ihrer zugehörigen Rezeptoren
in einzelnen Organsystemen unter physiologischen Bedingungen könnte zur
weiteren Klärung der Pathogenese von septischem Multiorganversagen
beitragen.
I. Leber
Als eingewanderte Makrophagen zeigen die Kupfferschen Sternzellen bei der
Ratte eine MCP-1-, RANTES-, MIP-1-alpha-, MIP-1-beta- und eine CCR-4-
Expression. Humane Kupffersche Sternzellen zeigen immunhistochemisch
eine MCP-1-, CCR-2B- und CCR-1-Bildung. Damit wäre bei beiden Spezies
eine autokrine Regulation unter normalen Bedingungen erklärbar. Zudem
zeigt sich in beiden Spezies im Portalbereich eine RANTES- und CCR-3-
Bildung des Gallengangepithels, so dass ein wechselseitiger Einfluss
verschiedener Zelltypen der Leber mittels Chemokinen zur Immunregulation
unter normalen Bedingungen denkbar erscheint. Doch nicht nur immun-
histochemisch, sondern auch molekularbiologisch lassen sich die Chemokine
in der humanen Leber nachweisen. So konnte Combadiere bereits 1995
mittels Northern Blot sowohl MIP-1-alpha/RANTES-Rezeptor-mRNA als auch
MCP-1-Rezeptor-mRNA in der humanen Leber nachweisen (Combadiere et
al., 1995). Die Rolle der Chemokine als Entzündungsmediatoren zur
Mobilisierung der Immunabwehr konnte durch In-vivo- und In-vitro-Studien
von Kopydlowski an der Mausleber noch einmal verdeutlicht werden. Nach
einer LPS-Stimulation kam es zu einer Erhöhung von Chemokin-mRNA in der
Mausleber (Kopydlowski et al., 1999).
II. Milz
Doch nicht nur in der Leber, sondern auch in der Milz beider Spezies zeigt
sich ein immunhistochemischer Nachweis von Chemokinen. Die Sinusoide
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der roten Pulpa und die Retikulumzellen als Teil der weißen Pulpa zeigen in
beiden Spezies eine Proteinexpression von MCP-1, EOTAXIN und von dem
Oberflächenprotein CCR-1. MCP-1-mRNA konnte von Yoshimura bereits
1991 in der Rattenmilz nachgewiesen werden (Yoshimura et al., 1991).
III. Gastrointestinaltrakt
Weiterhin zeigt sich im Gastrointestinaltrakt beider Spezies eine Chemokin-
bildung unter normalen Bedingungen. So zeigen die Belegzellen des Magens
eine MIP-1-beta-, RANTES-, MCP-1-, EOTAXIN-, CCR-1- und CCR-2B-
Expression, während die Oberflächenzellen und die Hauptzellen eine
CCR-2B-Expression zeigen. Damit ist ähnlich wie in der Leber in beiden
Spezies eine autokrine und eine wechselseitige Beeinflussung einzelner
Magenzellen unter physiologischen Bedingungen gegeben. Im unteren
Gastrointestinaltrakt zeigt sich bei beiden Spezies eine MIP-1-alpha-, MIP-1-
beta-, RANTES-, MCP-1-, EOTAXIN- und CCR-1-5-Generation durch die
Dickdarmoberflächenzellen. Die Intestinaldrüsen des Dickdarms zeigen eine
MCP-1- und CCR-1-4-Expression. 1999 wurde bereits eine Proteinexpression
und mRNA-Bildung von Chemokinrezeptoren im menschlichen Dickdarm
durch Dwainell nachgewiesen (Dwainell et al., 1999). Die gleichzeitige
Chemokin- und Chemokinrezeptorbildung ermöglicht neben einer
systemischen Beeinflussung anderer Organe auch die Option einer Selbst-
regulation des Dickdarms.
Damit hat der Dickdarm neben der Lunge eine wesentliche immunologische
Bedeutung. Dies wird vor allem im Falle der chronischen entzündlichen
Darmerkrankungen, Morbus Crohn und Colitis ulcerosa, deutlich. Grimm
konnte in diesem Zusammenhang 1996 einen Anstieg von mehreren
Chemokinen bei entzündlichen Darmerkrankungen nachweisen (Grimm et al.,
1996). Im selben Jahr wurde EOTAXIN in Darmbiopsien von Patienten mit
Morbus Crohn und Colitis ulcerosa nachgewiesen (Garcia-Zepeda et al.,
1996). Ein Anstieg dieser proinflammatorischen Entzündungsmediatoren
korreliert mit der Mobilisierung der Immunabwehr im Erkrankungsfall.
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IV. Haut
Auch in der Haut beider Spezies lassen sich immunhistochemisch Ursprungs-
zellen für die Generation von Chemokinen lokalisieren, die die Migration von
Leukozyten in die Haut fördern. Die Talgdrüsen, Haarfollikel und periphere
Hautnerven zeigen eine MIP-1-beta-, RANTES-, MCP-1-, EOTAXIN- und
CCR-1-Expression. Es ist bekannt, dass EOTAXIN selektiv auf eosinophile
Granulozyten wirkt, die CCR-3 als Oberflächenrezeptor besitzen. Diese
Tatsache könnte eine Involvierung von EOTAXIN bei allergischen Erkran-
kungen der Haut erklären. So fand 1999 Yawalkar immunhistochemisch und
mittels rtPCR CCR-3- und EOTAXIN-mRNA und Protein in Biopsien gesunder
menschlicher Haut, welche bei einer atopischen Dermatitis angestiegen
waren (Yawalkar et al., 1999 und Garcia-Zepeda et al., 1996).
V. Niere
In der normalen humanen Niere zeigt das Tubulusepithel im Nierenrinden-
bereich eine MCP-1-, CCR-1- und CCR-3-Expression. Auch in der Ratten-
niere lassen sich immunhistochemisch Ursprungszellen von Chemokinen im
Nierenrindenbereich lokalisieren. Jiang wies bereits 1998 durch Zellkultur-
experimente und molekularbiologische Untersuchungen CCR-2- und CCR-5-
mRNA in der Rattenniere nach (Jiang et al., 1998 ). Bei Patienten mit einer
Glomerulonephritis zeigte sich ein Anstieg von MCP-1 im Urin, welcher mit
zunehmender Proteinurie korrelierte (Rovin et al., 1996). Auch bei anderen
Nierenerkrankungen konnte anhand von Biopsien immunhistochemisch ein
Anstieg der MCP-1-Generation gezeigt werden (Prodjosudjadi et al., 1995).
Beim akuten Nierenversagen im Rahmen eines septischen Schocks stellte
dann Maier im Jahr 2000 einen Anstieg der Chemokingenexpression mit
einem Maximum nach 12 h fest (Maier et al., 2000). Diese Daten bewiesen
erneut die entscheidende Rolle der proinflammatorischen Zytokine als
Entzündungsmediatoren bei der Immunabwehrregulation und Mobilisation im
Rahmen einer Infektion bzw. Sepsis.
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5. Zusammenfassung und Ausblick
Die vorliegende Studie beschäftigte sich mit der Endotoxin-vermittelten
Regulation der Expression von Chemokinen und ihrer Rezeptoren in isoliert
perfundierten Rattenlungen im Vergleich zur Basalexpression in verschie-
denen Organsystemen in Ratte und Mensch. Die überwiegende Über-
einstimmung der Daten über die Verteilung von Chemokinen und
Chemokinrezeptoren in der Rattenlunge und in der humanen Lunge zeigt die
grundlegende speziesübergreifende Bedeutung der zellulären Expression für
ein Verständnis der Rolle der Chemokine und ihrer Rezeptoren bei der
Pathogenese der Sepsis. Zudem bestätigen die Ergebnisse das Rattenmodell
als geeignetes Tiermodell zur Untersuchung der in der vorliegenden Arbeit
dargestellten Fragestellungen. In beiden Spezies ließen sich immunhisto-
chemisch Ursprungszellen von Chemokinen und ihrer Rezeptoren unter
normalen physiologischen Bedingungen lokalisieren. Bestimmte Zelltypen der
Lunge, des Gastrointestinaltraktes, der Leber, der Haut, der Milz und der
Niere ermöglichen durch gleichzeitige Chemokin- und Chemokinrezeptor-
bildung neben einer systemischen Beeinflussung auch die Option einer
autokrinen Immunregulation mittels der Chemokine unter physiologischen
Bedingungen. Daten aus der Literatur konnten die gewonnenen Ergebnisse
einer Proteinexpression von Chemokinen und ihrer Rezeptoren sowohl im
humanen Material als auch im Tiermodell in den zuvor genannten Organen
unterstützen. In der vorliegenden Arbeit wurde Endotoxin, ein Lipopoly-
saccharid (LPS) gramnegativer Bakterien eingesetzt, um die Regulation
verschiedener Chemokine und ihrer Rezeptoren zu untersuchen. Immun-
histochemisch zeigte sich in der Rattenlunge eine Steigerung der Chemokin-
und Chemokinrezeptor-Expression innerhalb einer Versuchsdauer von 2 h
nach einer LPS-Stimulation. Dabei zeigte sich eine Steigerung der
Chemokinbildung auch unabhängig von 1,5%iger Plasmazugabe zum
Pufferperfusat. Dies könnte für einen LPB-unabhängigen Weg der LPS-
Stimulation sprechen. In diesem Fall scheinen die beobachteten Effekte von
LPS nicht durch Plasma-Proteine bzw. LBP und CD 14 vermittelt zu werden.
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Zusätzlich zu einer LBP-CD-14-Achse könnte somit zusätzlich ein CD-14- und
Plasma-unabhängiger, sekundärer Signaltransduktionsweg durch LPS-
aktivierte Zytokine wie z. B. TNF existieren. Eine vermehrte Sekretion von
TNF war bei mehreren Studien mit LPS-perfundierten Lungen zuvor
beobachtet worden. Die weitere Erforschung der LPS-induzierten Signal-
transduktion der Chemokine über eine LBP-CD-14-Achse oder sekundär über
TNF könnte als Teil eines hochkomplexen Netzwerkes der Immunregulation
neue Aspekte der Pathogenese von Sepsis mit ARDS und Multiorgan-
versagen aufzeigen und über neu entwickelte Therapiekonzepte die hohe
Letalität auf der Intensivstation senken.
Hinweise aus der internationalen Literatur hinsichtlich allergischer oder
entzündlicher Erkrankungen bestätigen sowohl anhand vom Biopsiematerial,
BAL- und Urinuntersuchungen von Patienten als auch im tierexperimentellen
Entzündungs- oder Allergiemodell einen nachweisbaren Anstieg von
Chemokinen als proinflammatorische Entzündungsmediatoren, welche mit
einer Mobilisierung der Immunabwehr mittels Chemotaxis und Leukozyten-
migration im Erkrankungsfall korrelierte. Diese Daten bestätigen erneut die
entscheidende Rolle der proinflammatorischen Chemokine als Entzündungs-
mediatoren bei der Immunabwehrregulation und Mobilisierung im Rahmen
einer Infektion bzw. Sepsis und tragen zum Verständnis der Endotoxin-
vermittelten pathophysiologischen Veränderungen unter septischen Bedin-
gungen beim Multiorganversagen bei.
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Summary and Conclusion
The present study compares the regulation of the endotoxin-mediated
expression of chemokines and their receptors in isolated perfused rat lungs to
the basal expression in various rat and human organ systems.
For the most part, the data on the distribution of chemokines and chemokine
receptors correlate in the rat and human lung. To understand the role of
chemokines and their receptors in the pathogenesis of sepsis is the cellular
expression of fundamental importance. The results also confirm the rat model
as a suitable animal model to investigate the objective of the present study.
Cells expressing chemokines and their receptors were immunohistochemically
located in both species under normal physiological conditions. Certain cell
types in the lung, gastrointestinal tract, liver, skin, spleen, and kidney, which
produce both chemokines and their receptors, exert not only a systemic effect
but also have an autocrine immunoregulatory function via these chemokines.
Data from the literature support the findings on protein expression of
chemokines and their receptors in the aforementioned organ systems of
humans as well as in animal models.
Endotoxin, a lipopolysaccharide (LPS) of gram negative bacteria, was used in
this study to investigate the regulation of different chemokines and their
receptors. An increase in chemokine and chemokine receptor expression was
observed immunohistochemically in the rat lung within 2 h after LPS
stimulation. This chemokine increase was seen independently of the addition
of 1.5% plasma to the buffer perfusate. The LPS stimulation may be
independent of the LBP pathway. In this case, the LPS effects observed here
may not be caused by plasma proteins like LBP and CD 14.
On the other hand a CD 14 and plasma-independent secondary signal
transduction pathway via LPS-induced cytokines such as TNF could exist. An
enhanced secretion of TNF was previously observed in several studies with
LPS-perfused lungs. The LPS-induced signal transduction of chemokines via
a direct stimulation or secondarily via TNF may be part of a highly complex
immunoregulatory network, which could reveal new aspects of the
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pathogenesis of sepsis, ARDS and multiple organ failure. In addition, as a
result the development of new therapy concepts may hopefully reduce the
high lethality in intensive care units.
Data from the international literature on allergic and inflammatory diseases
confirm a measurable increase in chemokines as proinflammatory mediators
of inflammation in biopsy material, BAL and urine of patients as well as in
inflammation and allergy models in animals. This correlates with a
mobilization of the immune defense via chemotaxis and leukocyte migration in
case of disease. These data confirm an essential role of proinflammatory
chemokines as mediators of inflammation during immune defense regulation
and mobilization during infection or sepsis. They add to the understanding of
endotoxin-mediated pathophysiological changes under septic conditions
during multiple organ failure.
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6. Mögliche Therapiekonzepte der Blockade von
Chemokinen und/oder ihrer Rezeptoren–Erste
erfolgversprechende Ansätze
Seit der Entdeckung der Chemokine vor 20 Jahren sind ungefähr 40 Liganden
und 20 Oberflächenrezeptoren bekannt. Eine Pubmed.-Literatursuche über
Chemokine ergibt aktuell über 28.000 Artikel (Pease et al., 2006). Die
Ergebnisse der Anfangsphase der Grundlagenforschung werden schrittweise
nach Überprüfung im Tiermodell bereits in klinischen Studien der Phase 2 und
3 angewandt. Sie werden durch Blockade vor allem der Chemokinrezeptoren,
die Schlüsselproteine zur Leukozyten-Migration, zu völlig neuen Therapie-
Konzepten bei der Behandlung von HIV, Asthma Bronchiale, akutem Lungen-
versagen und Sepsis, Bronchialkarzinom, chronisch-entzündlichen Darm-
erkrankungen und chronisch-progressiver interstitieller Nephritis beitragen.
Mittlerweile sind 20 Medikamente aus vier Substanzklassen zur antiretro-
viralen Behandlung von HIV bekannt. Langzeitnebenwirkungen schränken
häufig die Therapie ein. Das Hüllprotein gp120 von HIV-1 dockt an den
Rezeptor der CD-4-Zelle an. Dadurch kommt es zu einer Konformations-
änderung der beiden Proteine und gp120 kann an den CCR-5-Rezeptor
binden. Das HI-Virus braucht somit außer dem CD-4-Rezeptor noch eine
zusätzliche Andockstelle, einen Co-Rezeptor, um in die Immunzelle
eindringen zu können. Diese Andockstellen sind die Chemokinrezeptoren
CCR-5 und CXCR4. Als mögliche Therapie kann zum Ersten die Anbindung
vom HI-Virus an die Wirtzellenoberfläche durch Inhibitoren wie Cyanovirin-N
und Cyclotriazadisulfonamid Analoga PRO 2000, TNX 355 und PRO 542
blockiert werden. Zudem verhindert BMS 806 die CD-4-induzierte Konfor-
mationsänderung. Zweitens wird die Interaktion mit dem Co-Rezeptor durch
die CCR-5-Antagonisten SCH-D, Maraviroc (UK 427857) und Aplaviroc (GW
873140) und durch den CXCR4-Antagonisten AMD-3100 blockiert, während
die Fusion der viralen und der Zellmembran durch Peptide wie Enfuvirtide und
Tifuvirtide (T 1249) inhibiert wird (Reeves et al., 2005). Eine doppel-blinde
randomisierte Plazebo-kontrollierte klinische Phase-2-Studie mit 70 Patienten
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scheint bezüglich der oral einnehmbaren CCR-5-Antagonisten vielverspre-
chend und bis auf leichte gastrointestinale Beschwerden in der Anfangsphase
der Einnahme gut verträglich zu sein (Adkison et al., 2005).
Zwischen 1980 und 1994 ist die Zahl der Asthma-Erkrankungen in den USA
um 75 % gestiegen. Weltweit sind etwa 150 Millionen Menschen an Asthma
erkrankt –und ihre Zahl nimmt weiter zu. Die Häufigkeit von Asthma bei
Erwachsenen in Deutschland liegt bei 6.000 von 100.000 Einwohnern;
insgesamt rechnet man mit vier Millionen Asthmakranken. Darunter sind eine
Million Kinder in Deutschland betroffen. Ein neuer oral verfügbarer selektiver
CCR-3-Antagonist kann die aktuelle Therapie ergänzen. Bei Affen bewirkt die
intravenöse Gabe von 1 mg/kg YM-355179, ein CCR-3 Antagonist, eine
Inhibition der eosinophilen Infiltration nach einer segmentalen Broncho-
provokation mit EOTAXIN (Morokata et al., 2005).
Die akute respiratorische Insuffizienz (ARDS) ist ein häufiges letales Krank-
heitsbild auf Intensivstationen. Das akute Lungenversagen entwickelt sich
häufig unter Einwirkung verschiedener Noxen nach einer Sepsis. Es ist von
einer schweren Hypoxie und diffusen bilateralen pulmonalen Infiltraten
begleitet. Die Letalität liegt bei 50 %. HMBGX1 (High mobility group box 1) ist
ein Spätmediator der Letalität bei der Sepsis. Bei der Maus bewirkt eine
intratracheale Gabe von HMBGX1 eine Lungenentzündung begleitet von
einer Akkumulation von MIP-2 und einer neutrophilen Leukozytose. In diesem
Mausmodell der Sepsis kann mit einer subkutanen Gabe von 200 µg Anti-
leukinate, ein Alpha-Chemokinrezeptor-Hemmer, die Letalität der septischen
Mäuse von 89 % in der nicht behandelten Tiergruppe auf 58 % in der Gruppe
der behandelten Mäuse gesenkt werden. Die Akkumulation neutrophiler
Granulozyten in der bronchoalveolären Lavage der Mauslunge verringert sich
von 8,1 +/- 2,4 x 10(4) auf 2,9 +/- 3,2 x 10 (4) Zellen (Lin et al., 2005).
Antileukinate bietet somit eine Therapieoption zur Behandlung der Sepsis.
Das Bronchialkarzinom tritt am häufigsten zwischen dem 65. und 70. Lebens-
jahr auf und ist in Deutschland die häufigste Krebsart bei Männern. Pro Jahr
erkranken in Deutschland über 42.000 Menschen an Lungenkrebs. Eine
Behandlung mit Anti-CXCR2, ein CXC-Chemokinrezeptor, kann möglicher-
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weise zur Therapie des Bronchialkarzinoms beitragen. In einem Mausmodell
zeigte sowohl die Depletion als auch die Neutralisierung von CXCR2 mittels
Antikörpern eine Steigerung der Nekrose und eine Reduzierung der
Vaskularisierung der Tumorzellen (Keane et al., 2004).
An Morbus Crohn leiden in Deutschland 170.000 Menschen, in den USA sind
es zwischen 400.000 und 1 Million. Jährlich kommen dort 20.000 Neu-
erkrankungen hinzu. Der Altersgipfel wird mit 15-40 Jahren beschrieben. Eine
vielversprechende Therapie mit einem Chemokinrezeptorantagonisten kann
mittels TAK-779, ein Antagonist von CCR-2, CXCR3 und CCR-5, zur Behand-
lung chronischer Darmerkrankungen wie z. B. M. Crohn eingesetzt werden.
Am Mausmodell einer Natriumdextransulfat-induzierten experimentellen
Kolitis kann bereits mit TAK-779 eine signifikante Blockade der Rekrutierung
von Monozyten und Makrophagen in Lamina Propria der Kolonschleimhaut
und eine deutliche Senkung der Expression von Kolon IL-1 beta IL-6 erreicht
werden (Tokuyama et al., 2005).
Weiterhin beweist sich BX471, ein CCR-1 Antagonist, als eine neue thera-
peutische Strategie in einem Mausmodell der Adriamycin-induzierten fokal-
segmentalen Glomerulosklerose mit nephrotischem Syndrom und progres-
siver interstitieller Entzündung und Fibrose. Bei einem Teil der Mäuse
erfolgen zwei intravenöse Injektionen (13 mg/kg) am Tag 0 und Tag 14. Die
Behandlung mit BX471 beginnt dann am Tag 14, wenn Proteinurie und
interstitielle Entzündung sich bereits gebildet haben. In der 6. Woche zeigt
sich bei nicht behandelten Mäusen eine tubulärinterstitielle Erkrankung mit
tubulärer Atrophie und Dilatation, eine interstitielle Leukozytenansammlung
und zuletzt eine Fibrose. m-RNA von CCR-1 und den zugehörigen Liganden
MIP-1 alpha und RANTES steigt in den erkrankten Mäusenieren. Auffällig ist
hierbei eine deutliche Steigerung der Expression von RANTES. Im Vergleich
zu dieser erkrankten Gruppe der Mäuse zeigt sich in der BX471-behandelten
Gruppe eine deutliche interstitielle Reduktion der Makrophagen um 51 % und
der T-Lymphozyten um 22 %, der interstitiellen Fibroblasten um 48 % und des
interstitiellen Volumens um 23 %. Dagegen zeigt sich das Ausmaß der
glomerulären Sklerose und der Proteinurie unter BX471-Gabe unverändert.
6. Mögliche Therapiekonzepte der Blockade von Chemokinen und/oder ihrer Rezeptoren 57
Die Behandlung mit BX471 zur Reduzierung der interstitiellen Leukozyten-
Akkumulation und der Fibrose bei progressiver Nephropathie stellt somit eine
neue Therapiestrategie dar (Vielhauer et al., 2004).
HIV und Asthma Bronchiale und das Bronchialkarzinom haben eine zuneh-
mende Inzidenz und Prävalenz. Das akute Lungenversagen nach einer
Sepsis geht mit einer hohen Letalität auf Intensivstationen einher. Weitere
Tiermodelle und klinische Studien sind dringend notwendig. Die ersten Medi-
kamente mit Chemokinrezeptorantagonisierung werden vermutlich in naher
Zukunft zugelassen und bedeuten einen erheblichen Therapiefortschritt.
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I. Chemokine / Rezeptoren in der Lunge 
Vergleich 
Ratte         und          Mensch 
MIP - 1 alpha 40 X Ö l MIP - 1 alpha 40 X Ö l 
MCP - 1 100 X Ö l MCP - 1 100 X Ö l 
CCR - 2B 100 X Ö l CCR - 2B 100 X Ö l 
Bronchialepithel Bronchialepithel 
Alveolarmakrophage Alveolarmakrophage 
Alveolarmakrophage Alveolarmakrophage 
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8. Bildtafel 
II. Chemokine / Rezeptoren in der Rattenlunge 
Vergleich Kontrollen         und              LPS - Lungen 
CCR - 3  63 X Ö l CCR - 3  63 X  Ö l BALT,  Bronchialepithel BALT,  Bronchialepithel 
CCR - 2B  63 X Ö l CCR - 2B  63 X  Ö l Alveolarmakrophage Alveolarmakrophagen 
EOTAXIN 100 X Ö l EOTAXIN 100 X Ö l Endothel Endothel 
8. Bildtafeln  71 
 
8. Bildtafel 
III. Chemokine / Rezeptoren in anderen Organen 
Vergleich           Ratte               und                    Mensch 
CCR - 3 63 X  Ö l CCR - 3 63 X  Ö l Dickdarm Dickdarm 
MCP - 1 100 X  Ö l MCP - 1 100 X  Ö l Kupffersche Sternzellen, Leber Kupffersche Sternzellen, Leber 
EOTAXIN 100 X  Ö l EOTAXIN 100 X  Ö l Magen Magen 
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9. Anhang
Tabelle 1
Ratten-
lunge
MIP-1 alpha MIP-1 beta RANTES MCP-1 EOTAXIN
proximales
Bronchial-
epithel
sehr stark stark stark mäßig stark
distales
Bronchial-
epithel
sehr stark stark stark stark mäßig
Tracheal-
epithel
stark stark stark mäßig sehr stark
peribron-
chiale
Chondro-
zyten
schwach stark stark stark sehr stark
peribron-
chiale
Drüsen
schwach stark stark mäßig sehr stark
perivas-
kuläre
Lympho-
zyten
keine
Färbung
mäßig stark sehr stark stark
Alveolar-
makro-
phagen
mäßig sehr stark stark sehr stark stark
pribron-
chiale
periphere
Nerven
mäßig stark stark mäßig stark
teilmusku-
larisierte
Gefäße
schwach mäßig schwach schwach schwach
Endothel keine
Färbung
stark mäßig mäßig stark
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Tabelle 2
Ratten-
lunge
CCR-1 CCR-2 CCR-3 CCR-4 CCR-5
proximales
Bronchial-
epithel
mäßig stark sehr stark mäßig keine
Färbung
distales
Bronchial-
epithel
mäßig mäßig sehr stark schwach keine
Färbung
Tracheal-
epithel
stark sehr stark sehr stark mäßig schwach
peribron-
chiale
Chondro-
zyten
stark sehr stark mäßig schwach schwach
peribron-
chiale
Drüsen
sehr stark sehr stark mäßig schwach schwach
perivas-
kuläre
Lympho-
zyten
sehr stark stark stark schwach schwach
Alveolar-
makro-
phagen
stark mäßig sehr stark schwach keine
Färbung
peribron-
chiale
periphere
Nerven
mäßig schwach mäßig schwach keine
Färbung
einzelne
Zellen im
Septum
mäßig schwach mäßig keine
Färbung
keine
Färbung
Endothel mäßig stark schwach schwach keine
Färbung
BALT sehr stark keine
Färbung
schwach keine
Färbung
keine
Färbung
9. Anhang 74
Tabelle 3
Humane
Lunge
MIP-1 alpha MIP-1 beta RANTES MCP-1 EOTAXIN
proximales
Bronchial-
epithel
stark mäßig mäßig mäßig sehr stark
distales
Bronchial-
epithel
stark mäßig mäßig mäßig stark
Tracheal-
epithel
stark mäßig stark mäßig mäßig
peribron-
chiale
Chondro-
zyten
schwach stark stark sehr stark sehr stark
peribron-
chiale
Drüsen
mäßig mäßig stark stark stark
perivas-
kuläre
Lympho-
zyten
schwach mäßig stark stark stark
Alveolar-
makro-
phagen
mäßig mäßig stark stark stark
peribron-
chiale
periphere
Nerven
schwach mäßig mäßig mäßig stark
teilmusku-
larisierte
Gefäße
schwach schwach keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
Endothel schwach stark mäßig mäßig stark
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Tabelle 4
Humane
Lunge
CCR-1 CCR-2 CCR-3 CCR-4 CCR-5
proximales
Bronchial-
epithel
mäßig sehr stark stark mäßig stark
distales
Bronchial-
epithel
mäßig mäßig mäßig schwach keine
Färbung
Tracheal-
epithel
mäßig stark mäßig mäßig schwach
peribron-
chiale
Chondro-
zyten
stark stark stark keine
Färbung
sehr stark
peribron-
chiale
Drüsen
stark stark stark stark mäßig
perivas-
kuläre
Lympho-
zyten
mäßig sehr stark stark mäßig keine
Färbung
Alveolar-
makro-
phagen
stark sehr stark mäßig keine
Färbung
stark
peribron-
chiale
periphere
Nerven
keine
Färbung
schwach keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
einzelne
Zellen im
Septum
keine
Färbung
mäßig schwach keine
Färbung
keine
Färbung
Endothel schwach mäßig keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
BALT keine
Färbung
schwach keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
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Tabelle 5
Rattenorgane MIP-1 alpha MIP-1 beta RANTES MCP-1 EOTAXIN
I. Leber
Hepatozyten
Kupffersche
Sternzellen
Gallengang
schwach
stark
keine
Färbung
mäßig
stark
schwach
mäßig
sehr stark
mäßig
mäßig
sehr stark
keine
Färbung
stark
keine
Färbung
keine
Färbung
II. Pankreas
seröse Drüsen
Drüsengang
Langerhansche
Inselzellen
mäßig
schwach
schwach
mäßig
schwach
sehr stark
stark
schwach
schwach
mäßig
keine
Färbung
mäßig
schwach
keine
Färbung
schwach
III. Schilddrüse
Follikelepithel schwach mäßig schwach schwach sehr stark
IV. Speicheldrüse
seröse Drüsen
mucöse Drüsen
Drüsengang
schwach
keine
Färbung
keine
Färbung
mäßig
schwach
schwach
mäßig
mäßig
stark
mäßig
schwach
schwach
schwach
schwach
mäßig
V. Herz
Kardiomyozyten
Endothel
keine
Färbung
keine
Färbung
schwach
schwach
mäßig
keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
sehr stark
VI. Niere
Glomerulus
Cortex
Medulla
Urothel
Macula Densa
keine
Färbung
mäßig
keine
Färbung
keine
Färbung
mäßig
schwach
keine
Färbung
schwach
schwach
keine
Färbung
keine
Färbung
mäßig
schwach
mäßig
mäßig
schwach
schwach
keine
Färbung
mäßig
schwach
schwach
keine
Färbung
schwach
schwach
keine
Färbung
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Tabelle 6
Rattenorgane MIP-1 alpha MIP-1 beta RANTES MCP-1 EOTAXIN
VII. Milz
Retikulumzellen
weiße Pulpa
rote Pulpa
mäßig
mäßig
schwach
stark
stark
mäßig
stark
stark
mäßig
schwach
schwach
mäßig
mäßig
stark
schwach
IIX. Thymus
Retikulumzellen
Cortex
schwach
keine
Färbung
stark
schwach
mäßig
mäßig
keine
Färbung
keine
Färbung
stark
schwach
IX. Speiseröhre
Oberflächenzellen schwach schwach mäßig keine
Färbung
schwach
X. Magen
Oberflächenzellen
Belegzellen
Hauptzellen
mäßig
schwach
schwach
stark
mäßig
mäßig
stark
stark
mäßig
schwach
mäßig
schwach
stark
stark
stark
XI. Duodenum
Oberflächenzellen mäßig schwach mäßig mäßig schwach
XII. Ileum
Oberflächenzellen stark keine
Färbung
stark stark mäßig
XIII. Dickdarm
Oberflächenzellen
Intestinaldrüsen
mäßig
keine
Färbung
stark
mäßig
stark
mäßig
stark
mäßig
stark
schwach
XIV. Haut
Talgdrüsen
Haarfollikel
Nerven
mäßig
keine
Färbung
keine
Färbung
stark
keine
Färbung
mäßig
stark
mäßig
stark
mäßig
keine
Färbung
mäßig
sehr stark
mäßig
mäßig
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Tabelle 7
Humane Organe MIP-1 alpha MIP-1 beta RANTES MCP-1 EOTAXIN
I. Leber
Hepatozyten
Kupffersche
Sternzellen
Gallengang
keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
schwach
schwach
schwach
schwach
schwach
mäßig
schwach
stark
mäßig
schwach
schwach
mäßig
II. Pankreas
seröse Drüsen
Drüsengang
Langerhansche
Inselzellen
keine
Färbung
schwach
keine
Färbung
schwach
mäßig
schwach
schwach
stark
schwach
schwach
stark
schwach
schwach
mäßig
keine
Färbung
III. Schilddrüse
Follikelepithel keine
Färbung
schwach keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
IV. Speicheldrüse
seröse Drüsen
mucöse Drüsen
Drüsengang
nicht
vorhanden
nicht
vorhanden
nicht
vorhanden
nicht
vorhanden
nicht
vorhanden
V. Herz
Kardiomyozyten
Endothel
keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
schwach
keine
Färbung
schwach
keine
Färbung
schwach
schwach
VI. Niere
Glomerulus
Cortex
Medulla
Urothel
Macula Densa
keine
Färbung
schwach
keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
schwach
keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
schwach
schwach
keine
Färbung
schwach
keine
Färbung
mäßig
keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
mäßig
keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
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Tabelle 8
Humane Organe MIP-1 alpha MIP-1 beta RANTES MCP-1 EOTAXIN
VII. Milz
Retikulumzellen
weiße Pulpa
rote Pulpa
schwach
schwach
schwach
keine
Färbung
keine
Färbung
schwach
keine
Färbung
keine
Färbung
schwach
mäßig
mäßig
stark
mäßig
schwach
schwach
IIX. Thymus
Retikulumzellen
Cortex
nicht
vorhanden
nicht
vorhanden
nicht
vorhanden
nicht
vorhanden
nicht
vorhanden
IX. Speiseröhre
Oberflächenzellen nicht
vorhanden
nicht
vorhanden
nicht
vorhanden
nicht
vorhanden
nicht
vorhanden
X. Magen
Oberflächenzellen
Belegzellen
Hauptzellen
keine
Färbung
schwach
keine
Färbung
keine
Färbung
mäßig
schwach
keine
Färbung
mäßig
schwach
keine
Färbung
mäßig
mäßig
keine
Färbung
mäßig
schwach
XI. Duodenum
Oberflächenzellen keine
Färbung
schwach schwach schwach mäßig
XII. Ileum
Oberflächenzellen schwach keine
Färbung
schwach schwach schwach
XIII. Dickdarm
Oberflächenzellen
Intestinaldrüsen
mäßig
schwach
stark
mäßig
mäßig
schwach
mäßig
mäßig
mäßig
schwach
XIV. Haut
Talgdrüsen
Haarfollikel
Nerven
schwach
keine
Färbung
keine
Färbung
stark
schwach
schwach
mäßig
mäßig
keine
Färbung
schwach
mäßig
mäßig
mäßig
schwach
schwach
9. Anhang 88
Tabelle 9
Rattenorgane CCR-1 CCR-2 CCR-3 CCR-4 CCR-5
I. Leber
Hepatozyten
Kupffersche
Sternzellen
Gallengang
mäßig
keine
Färbung
keine
Färbung
schwach
keine
Färbung
keine
Färbung
mäßig
keine
Färbung
mäßig
mäßig
mäßig
mäßig
schwach
keine
Färbung
keine
Färbung
II. Pankreas
seröse Drüsen
Drüsengang
Langerhansche
Inselzellen
schwach
keine
Färbung
keine
Färbung
mäßig
keine
Färbung
schwach
keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
mäßig
schwach
schwach
schwach
keine
Färbung
keine
Färbung
III. Schilddrüse
Follikelepithel schwach stark mäßig schwach keine
Färbung
IV.
Speicheldrüse
seröse Drüsen
mucöse Drüsen
Drüsengang
keine
Färbung
keine
Färbung
schwach
mäßig
schwach
schwach
keine
Färbung
keine
Färbung
schwach
mäßig
keine
Färbung
schwach
schwach
keine
Färbung
schwach
V. Herz
Kardiomyozyten
Endothel
schwach
keine
Färbung
schwach
schwach
keine
Färbung
schwach
keine
Färbung
schwach
keine
Färbung
keine
Färbung
VI. Niere
Glomerulus
Cortex
Medulla
Urothel
Macula Densa
keine
Färbung
keine
Färbung
schwach
schwach
keine
Färbung
schwach
keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
schwach
schwach
keine
Färbung
schwach
schwach
schwach
schwach
keine
Färbung
schwach
schwach
keine
Färbung
mäßig
keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
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Tabelle 10
Rattenorgane CCR-1 CCR-2 CCR-3 CCR-4 CCR-5
VII. Milz
Retikulumzellen
weiße Pulpa
rote Pulpa
mäßig
schwach
schwach
sehr stark
keine
Färbung
schwach
keine
Färbung
keine
Färbung
schwach
schwach
schwach
keine
Färbung
mäßig
mäßig
keine
Färbung
IIX. Thymus
Retikulumzellen
Medulla
Cortex
stark
mäßig
keine
Färbung
stark
schwach
keine
Färbung
keine
Färbung
schwach
keine
Färbung
stark
schwach
keine
Färbung
keine
Färbung
schwach
keine
Färbung
IX. Speiseröhre
Oberflächenzellen keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
X. Magen
Oberflächenzellen
Belegzellen
Hauptzellen
schwach
mäßig
schwach
mäßig
stark
stark
mäßig
schwach
schwach
schwach
schwach
schwach
keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
XI. Duodenum
Oberflächenzellen keine
Färbung
schwach schwach schwach schwach
XII. Ileum
Oberflächenzellen schwach schwach schwach schwach keine
Färbung
XIII. Dickdarm
Oberflächenzellen
Intestinaldrüsen
mäßig
stark
mäßig
mäßig
stark
mäßig
mäßig
mäßig
mäßig
schwach
XIV. Haut
Talgdrüsen
Haarfollikel
Nerven
schwach
keine
Färbung
mäßig
stark
schwach
mäßig
mäßig
schwach
keine
Färbung
stark
schwach
mäßig
schwach
keine
Färbung
keine
Färbung
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Tabelle 11
Humane Organe CCR-1 CCR-2 CCR-3 CCR-4 CCR-5
I. Leber
Hepatozyten
Kupffersche
Sternzellen
Gallengang
schwach
stark
mäßig
schwach
mäßig
schwach
schwach
mäßig
mäßig
keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
schwach
schwach
II. Pankreas
seröse Drüsen
Drüsengang
Langerhansche
Inselzellen
schwach
mäßig
schwach
schwach
mäßig
keine
Färbung
keine
Färbung
schwach
schwach
keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
schwach
mäßig
schwach
III. Schilddrüse
Follikelepithel schwach schwach schwach keine
Färbung
keine
Färbung
IV.
Speicheldrüse
seröse Drüsen
mucöse Drüsen
Drüsengang
nicht
vorhanden
nicht
vorhanden
nicht
vorhanden
nicht
vorhanden
nicht
vorhanden
V. Herz
Kardiomyozyten
Endothel
schwach
keine
Färbung
schwach
keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
VI. Niere
Glomerulus
Cortex
Medulla
Urothel
Macula Densa
keine
Färbung
mäßig
schwach
keine
Färbung
schwach
keine
Färbung
mäßig
schwach
keine
Färbung
schwach
keine
Färbung
mäßig
keine
Färbung
keine
Färbung
schwach
keine
Färbung
schwach
keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
schwach
keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
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Tabelle 12
Humane Organe CCR-1 CCR-2 CCR-3 CCR-4 CCR-5
VII. Milz
Retikulumzellen
weiße Pulpa
rote Pulpa
mäßig
mäßig
mäßig
keine
Färbung
mäßig
schwach
keine
Färbung
mäßig
schwach
keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
schwach
mäßig
keine
Färbung
IIX. Thymus
Retikulumzellen
Cortex
nicht
vorhanden
nicht
vorhanden
nicht
vorhanden
nicht
vorhanden
nicht
vorhanden
IX. Speiseröhre
Oberflächenzellen nicht
vorhanden
nicht
vorhanden
nicht
vorhanden
nicht
vorhanden
nicht
vorhanden
X. Magen
Oberflächenzellen
Belegzellen
Hauptzellen
keine
Färbung
mäßig
schwach
mäßig
stark
mäßig
keine
Färbung
mäßig
schwach
mäßig
schwach
schwach
keine
Färbung
mäßig
schwach
XI. Duodenum
Oberflächenzellen schwach schwach mäßig schwach schwach
XII. Ileum
Oberflächenzellen schwach schwach keine
Färbung
schwach schwach
XIII. Dickdarm
Oberflächenzellen
Intestinaldrüsen
sehr stark
stark
stark
stark
mäßig
mäßig
stark
mäßig
stark
stark
XIV. Haut
Talgdrüsen
Haarfollikel
Nerven
schwach
schwach
mäßig
schwach
keine
Färbung
schwach
schwach
keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
keine
Färbung
schwach
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